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PROFESSOR DR S. ORLA-JENSEN + 


We regret to announce the death in his 79th year of Prof. SiGuRD 
ORLA-JENSEN of Copenhagen, the well-known bacteriologist, to 
whom dairy science owes so much in various fields of study. But 
most of all science is indebted to him for that masterly treatise 
, The lactic acid bacteria’’ (1919), in which for the first time this 
heterogeneous and confusing group was set on a sound systematic 
basis. In the course of the following 30 years only minor changes 
of this system were found necessary and so it still stands like a 
rock amidst the waves of the often profoundly changing taxonomy 
of microorganisms. 

Many of us enjoyed friendly relations of personal character with 
ORLA-JENSEN and have been warmly welcomed by him and his 
wife in Copenhagen. At the International Congress of 1947 in that 
city he was one of the centres around which colleagues of many 
countries flocked together in admiration of his unbroken vitality, 
notwithstanding his 79 years. 

Dairy science has lost one of its great sons. 

JAN SMIT 


(From the Microbiological Laboratory of the Agricultural University at 
Wageningen, Holland). 


A METHOD FOR THE ISOLATION OF 
FUNGISTATIC MICROORGANISMS ACTIVE 
AGAINST A SLOWLY GROWING MOLD: 
VENTURIA INAEQUALIS (Cke) Wint 


by 


S. VAN DER WEELE 
(Received December 20, 1949). 


Several methods are now available for the isolation from soils, 
composts etc. of bacteriostatic microorganisms active against a 
given test organism (GRATIA (2), STANSLY (6)). Their application 
is however limited to test objects that may be cultivated on the 
same agar medium on which the soil is plated out, or to those 
growing fast enough to prevent overgrowth by the colonies of the 
soil organisms. 

Venturia inaequalis, the apple-scab fungus, cannot be classed in 
either of these two groups. For its cultivation a malt agar is far 
superior to any other medium and even then a week’s incubation 
at room temperature will give a growth just sufficient for the re- 
cognition of inhibition zones. 

Malt agar being a highly unsatisfactory medium for the develop- 
ment of many different types of soil organisms and potential anta- 
gonists, a new method had to, be worked out taking account of 
the special problems involved in working with the scab fungus as 
a test organism. 

This method is based on the utilization of cellophane, earlier 
used by GRaTIA (1), to obtain a complete separation of soil organ- 
isms and test fungus, and permits the development of both part- 
ners under their own suitable conditions of medium and tempera- 
ture. 

In realizing this principle a ,,cellophane-dish” is formed by 
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covering the lower side of a glass ring with a sheet of permeable 
cellophane. After being steam sterilized the dish is placed in a 
sterile glass box and partly filled with an agar suitable for the 
development of numerous types of soil organisms. After inocula- 
tion with a dilution of ordinary garden soil, the plate is dried and 
incubated for about three days at 30° C. When the colonies have 
developed the glass box is turned, the glass ring now resting on 
its lid. On the freed cellophane surface a second agar is poured, 
previously mixed with a suspension of Venturia conidia. Antibio- 
tics produced by the colonies on the first plate will pass the cello- 
phane sheet, causing inhibition zones in the second plate when 
the scab fungus develops after incubation at room temperature 
during a week. 


TECHNICAL DETAILS. 


ieets-1 ass K 1 ies, 

Suitable glass rings, about 10.5 cm & and 1.3 cm high, are ob- 
tained by removing the flat bottoms of a type of Petri dishes. 
Rings of larger diameter or less high may make the colonies of 
the first plate touch the glass, some bulging of the cellophane after 
turning the dish being unavoidable. One side of the ring is polished 
for protection of the cellophane membrane (fig. 1). 


2, Cellophane: 

Cellophane is used of 0.025 —0.030 mm thickness. HEATLEY (3) 
recommends the Cellophane grade P.T. 400 (British Cellophane 
Ltd., Bath Road Bridgwater, Somerset) for a similar application. 
Not all varieties will stand autoclaving and the less permeable 
waterproofed types cannot be used either. 


3. Covering with cellophane. 

A moist sheet is placed on the glass ring and provisionally attach- 
ed along the side by a piece of string. For protection of the cello- 
phane a strip of adhesive paper is stuck on the side just above 
the string and on the paper copper wire is fastened by twisting, 
to prevent shifting of the membrane during sterilization and culti- 
vation. The piece of string is then removed and projecting cello- 
phane cut off. Copper wire is used of 0.85 mm diameter (fig. 1). 

The cellophane dishes are stored and sterilized under water, 
drying causing cracks in the membrane. 
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Pipe dls 
Glass Ring; Cellophane Dish; Drying Technique: CaCl, impregnated drip 
mat on cellophane dish in glass box. 
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Fig. 2. 
Venturia agar with inhibition zones on cellophane 
dish in inverted glass box; reflected image of first 
plate in the dish with antagonists. 
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4. Glass boxes. 
High Petri dishes or glass boxes with polished lid may be used. 
Dimensions should be adequate for handling the cellophane dishes. 


pao eareportt he, first, plat e(s.oi1-t Lora), 

A suitable agar is used for the development of numerous types 
of soil organisms. To avoid predomination of certain types and 
obtain a moderate growth, nutrient content, especially of organic 
nitrogen, should be low. Satisfactory results were obtained using 
a starch and a casein medium of the following composition: 

a. soluble amylum 2.5 g; K,HPO, and NH,NO, 1.0 g; MgSO,.7aq 

0.5 g; agar 15 g; soil extract to make 1000 ml; pH about 7.2; 
6. soluble amylum replaced by 2.0 g casein, dissolved in 6 ml 1% 

sodium citrate using a mortar. 

Preparation of the soil extract: Add 1000 g of garden soil to 2000 
ml of boiling water under constant stirring. Boil and stir for 4 h., 
filter through paper and sterilize. 


6. Inoculation of the first plate, drying and 
incubation. 

After solidification of the agar in the cellophane dish it is inocu- 
lated by streaking out with a sterile bent glass rod one drop of soil 
suspension, containing about 1-2.10-° g of garden soil, yielding 
an appropriate number of colonies to obtain separated inhibition 
zones. 

After inoculation removal of the excess water in the glass box, 
due to the wet sterilization of the cellophane dish, is necessary to 
avoid spreading of the colonies. A highly satisfactory drying pro- 
cedure, described by Hotz (4) for silica-gel plates, was used through- 
out this work. Drip mats of pressed absorbing paper as used in 
restaurants (about 11 cm & and 0.3—0.4 cm thick) are impregnated 
by steeping for about 1 hour in a 8% CaCl, solution and drying at 
105° C. Placed on the glass rings the water will be absorbed in less 
than two hours, after which the drip mats are removed, dried and 
stored in-a dessiccator over CaCl, (fig. 1). 

After incubation of three days or longer at 30° C. the glass boxes 
are turned, the cellophane dishes dropping with the open side on 
the lids, if necessary loosened from the glass bottom with a sterile 
scalpel or forceps. 
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7. The second plate (Venturia-agar). 

On the slightly sunken cellophane surface about 20 ml of molten 
malt agar is poured, previously cooled down to 40° C. and mixed 
with a suspension of Venturia conidia. To prevent strong stimulation 
of fungus growth on the soil plate a neutral or slightly acid agar 
is used of 1° Balling malt extract. The temperature for mixing should 
not exceed 43° C., higher temperatures causing a rapid destruction 
of the conidia. 

After incubation of about a week at 17° C. the inhibition zones 
are visible and the antagonists, facing the center of the zones, may 
be isolated from the first plate (fig. 2). 


DISCUSSION AND RESULTS. 


HEATLEY (3) pointed to one obvious limitation of cellophane 
techniques: antibiotics which will not diffuse through the sheet 
cannot be recognized. He mentioned the possibility of using other 
membranes or changing the pore-size as worked out by SEYMOUR 
(5). On the other hand the described method may undoubtedly be 
adapted to the isolation of antagonists active against other pathogens: 
by a varying of media and conditions of incubation. 

Using Venturia inaequalis it has been possible to isolate numerous 
active strains, the great majority belonging to the genus Strepto- 
myces Waksman et Henrici. 

Further experiments with the most promising strain, resulting in 
the isolation of the active principle in crystalline form, will be 
published in a future paper. 


Summary. 


A new cellophane technique is described for the isolation from 
soil of fungistatic antagonists active against the slowly growing 
plant pathogen Venturia inaequalis. 
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THE MONKEY PATHOGENICITY OF THE 
COLUMBIA SK VIRUS AND THE 
MOUSE-ADAPTED LANSING STRAIN OF 
POLIOMYELITIS VIRUS, AND THE INFLUENCE 
OF MONKEY PASSAGE ON THE 
CHARACTERISTICS OF THE VIRUS 


by 


J. D. VERLINDE, P. DE BAAN and J. A. VERCRUYSSE 
(Received January 21, 1950). 


Introduction. 

The Lansing strain of the human poliomyelitis virus, and other 
strains of the same type (Yale SK, MEF,, Ph, Wallingford) have 
thus far maintained their pathogenicity for the monkey after they 
havé been adapted onto cotton rats, hamsters and mice. It has, 
however, recently been reported, that these strains may exhibit 
wide variations in the degree of monkey pathogenicity (JUNGEBLUT 
(9)). In his hands, the Lansing virus harvested from remote mouse 
passages, gave no evidence of being pathogenic for rhesus monkeys 
in repeated tests, and the MEF virus, originally rhesus-pathogenic, 
apparently suffered a progressive loss of its pathogenicity for 
rhesus monkeys during serially maintained rapid mouse passages. 
The Y-SK virus seemed to have undergone but little change in 
its pathogenic power for rhesus monkeys, as the strain was passed 
rapidly through mice. 

Some confusion exists about the origin of the Columbia SK 
(ColISK) virus, which would have been derived from the Y-SK 
strain. Whereas the original Y-SK strain has maintained its monkey- 
pathogenicity, and its rodent-pathogenicity is limited to cotton 
rats, hamsters and mice, the ColSK virus, however, is pathogenic 
for the same rodents, and besides for guinea pigs and albino rats, 
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but it is considered as not pathogenic for monkeys. Therefore, the 
ColSK virus is not regarded to be of Y-SK, and thus of human, 
origin. 

Evidence has been obtained, that the ColSK virus is clcsely 
related to a group of animal viruses, which, however, might be 
pathogenic for man. To this group belong the MM, the encephalo- 
myocarditis (EMC) and the Mengo viruses. The MM virus was 
isolated from the brain of a hamster, which had been inoculated 
with cord of a poliomyelitis patient (JUNGEBLUT and DALLDORF 
(11)), and the etiological relationship of this virus to poliomyelitis 
in man has been suggested. SMADEL and WARREN (16) demonstrated 
in convalescent sera of American soldiers, which had suffered from 
a short febrile illness on the Philippines, antibodies neutralizing 
the encephalomyocarditis virus, and a laboratory infection with. the 
Mengo virus has been reported (Dick, SMITHBURN and Happow (7)). 

Recently, JUNGEBLUT (10) claimed to have succeeded in pro- 
ducing typical poliomyelitis in cynomolgus monkeys infected 
intracerebrally with the ColISK, MM, High Lansing Schultz and 
EMC viruses, but only in a limited number of passages. The GD 
VII and FA strains of THEILER’S mouse encephalomyelitis virus 
did not produce any disease in the monkey. 

When working with the ColSK virus for other purposes, we were 
informed about the preliminary results obtained by Dr JUNGEBLUT, 
and we have tried to confirm his findings. 


Monkey inoculation experiments. 


The ColSK virus, obtained through the courtesy of Dr C. W. 
JUNGEBLUT, New York, and the Lansing strain of poliomyelitis 
virus, obtained through the courtesy of Dr CH. ARMSTRONG, Bethes- 
da, have been maintained in our laboratory since 1947 by serial 
mouse passages. The intracerebral mouse infectivity titer reached 
the level of 10-® for the ColSK virus, and 10-3 for the Lansing strain. 

Cynomolgus and rhesus monkeys were inoculated intracerebrally 
with 1 ml of a fresh, uncentrifuged 10 per cent brain suspension 
of intracerebrally infected mice, that were killed under ether 
anesthesia a few hours after onset of the paralysis. In the next 
monkey passages, | ml of a 10 per cent uncentrifuged monkey cord 
suspension was used as inoculum. 

In the first passage, Mac. cynomolgus 24 and 31, both 4 months 
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of age, and Mac. cynomolgus 46, about one year of age, were inocu- 
lated intracerebrally with mouse brain suspension. In monkey 24 
a flaccid paralysis of both hind legs developed within three days. 
The animal was killed at the first day of illness. In monkey 46, 
the first symptoms of paresis appeared after 5 days, and in another 
3 days a nearly complete paralysis of the hind legs developed. The 
animal was killed on the third day of illness. Monkey 31 did not 
show any signs of illness. 

In the second passage, one adult and two young cynomolgus 


ColISK mouse brain 


Cyn. 25 A Cyn. 27 A Cyn. 32 A Rhes. 28 O 


Cyn. 44 A Rhes. 33 O 


Fig. 1. Diagram of the CoISK monkey passages. 


A cynomolgus paralyzed A cynomolgus no reaction 
@ rhesus paralyzed © rhesus no reaction 


monkeys, and one adult rhesus monkey were inoculated intracere- 
brally with cord suspension of monkey 24 from the first passage. 
In one of the young cynomolgus monkeys (32) paresis of both hind 
legs developed’ after 4 days. The animal was killed on the fifth 
day, when a complete flaccid paralysis of the hind legs was present. 
The other animals remained healthy. 

In one adult rhesus and one adult cynomolgus monkey of the 
third passage, no visible signs of illness developed. 

Finally, one adult rhesus monkey (29) was inoculated intracere- 
brally with the Lansing strain. Muscle twitchings appeared after 
an incubation period of 14 days, two days later paresis of the 
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hind legs developed, and the animal died 20 days after infection. 

In the paralyzed ColSK-infected monkeys, characteristic lesions 
of poliomyelitis were found in the anterior horns of the spinal cord: 
irregularly distributed areas with leucocytic infiltration, necrosis 
of a large number of motor nerve cells, and leucocytic neurono- 
phagia, and some scattered perivascular infiltrations (fig. 2 and 3). 
Similar lesions, but less obvious, were found in the medulla and 
in the brain stem, whereas some extensive leucocytic perivascular 
infiltrations were present in the motor area of the cerebral cortex 
(fig. 4). In the latter however, no marked necrosis of nerve cells 
or neuronophagia were observed. 

The infiltrative lesions in the cerebral cortex show a certain re- 
semblance with those in Japanese B encephalitis, when compared 
with sections of the central nervous system of a human case of 
Japanese B encephalitis, which have been received through the 
courtesy of Dr A. B. Sapin, Cincinnati. It is known, however, that 
the lesions in poliomyelitis in man, and those in the experimental 
disease in the monkey, are not limited to the spinal cord, but that 
lesions as described in the brain of the ColSK-infected monkeys, 
are found in the brain of a large percentage of poliomyelitis in 
man and in monkeys. On the other hand, the lesions in Japanese 
B encephalitis are not limited to the brain, but in the spinal cord 
lesions, resembling those in poliomyelitis are found. 

In the Lansing-infected rhesus monkey, a number of small irre- 
gularly distributed areas with nerve cell necrosis and remnants 
of glial neuronophagia were found in the spinal cord. In the hypo- 
thalamic region, at the site of the intracerebral injection, a non- 
purulent inflammatory reaction with leucocytic and mononuelear 
infiltration was.found. The brain stem and the cerebral cortex 
showed a few small perivascular infiltrations. 

In connection with the relationship between the ColSK and the 
EMC viruses, the heart muscle of the monkeys was examined 
histologically. In the heart muscle and in the epicardium of the 
ColSK-infected monkeys small scattered areas with leucocytic 
infiltration were found (fig. 5 and 6). Similar, but lymphocytic 
lesions, were observed in the heart of the Lansing-infected rhesus 
monkey (fig. 7 and 8). In contrast with these findings, no heart 
lesions were observed in four subsequent monkey passages with 
a recently isolated strain of poliomyelitis virus from the feces of 
a poliomyelitis patient. 


4 
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Fig. 2. Cynomolgus 24, ColSK- 
infection. Anterior horn: leuco- 
cytic infiltration, degeneration of 
nerve cells and neuronophagia. 
ThOL <3 


Fig. 4. Cynomolgus 24, ColSK- 
infection. Cerebral cortex: leuco- 
cytic infiltration. 100 x. 


Fig. 3. Cynomolgus 24, ColSK- 
infection. Anterior horn: leuco- 
cytic infiltration and neurono- 
phagia. 400 x. 


Fig. 5. Cynomolgus 32, ColSK- 
infection. Mycardial infiltration. 
440 x. 
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Fig. 6. Cynomolgus 32, ColSK- Fig. 7. Rhesus 29, Lansing-infec- 
infection. Epicardial infiltration. tion. Myocardial infiltration. 400 x. 
110 x. 


Fig. 8. Rhesus 29, Lansing-infec- 
tion. Epicardial infiltration. 400 x. 
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Change of properties of the ColSK virus after monkey passage. 


Potency tests in mice have been performed with various parts 
of the central nervous system and the spleen of the experimentally 
infected monkeys. It appeared from these titrations, that the LD,, 
titer for mice after intracerebral inoculation, which was in the 
original mouse brain 10-*, decreased rapidly after monkey passage 
(table 1). The infectivity titer of the Lansing strain did not alter 
significantly. 

Table 1. 

Infectivity titrations of monkey brain, cord and spleen by intra- 

cerebral inoculation of mice. 


LD,;) titer for mice 
eee virus | passage ig ais 
key o~ |cerebral | cere- spinal 
cortex | bellum ceca cord spleets 
24 |ColSK | first 10-5 | 10-5 =| 10-5 | 10-8 ~—‘| 10-8 
32 ColSK second LG—- One Om 
29 Lansing | first 0 105 0 


Since HALLAUER (8), and recently VERLINDE and DE Baan (17), 
BREMER (3), and OLitsKy and YAGER (14) demonstrated, that 
ColSK-infected mouse brain suspension may agglutinate sheep 
cells, the hemagglutinating ability of various parts of the central 
nervous system of the experimentally infected monkeys has been 
compared with that of ColSK-infected mouse brain. The hemag- 
glutination reaction was carried out by adding 0.5 ml of a 0.25 per 
cent suspension of washed sheep erythrocytes to equal parts of 
a series of twofold dilutions of virus, according to the technique 


Table 2. 
Hemagglutination of sheep red cells by ColSK virus. 


Final dilution of virus 


1:20 | 1:40 | 1:80 [1: 160] 1: 320 | 1: 640 
+ | + + + 


mouse brain 

cerebral cortex monkey 24 
cerebellum monkey 24 
spinal cord monkey 24 
spleen monkey 24 
cerebralcortexmonkey 32 


spinal cord monkey 32 
a 


|+]+]++ 
+ 
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described in a preceding paper (17). As can be seen from table 2, 
the hemagglutinating ability decreased immediately after monkey 
passage, and simultaneously with the fall of the mouse infectivity 
titer. 

In the preceding paper (17) we suggested that the hemaggluti- 
nation reaction by the ColSK virus might depend on the concen- 
tration of virus. The same suggestion could be made from the re- 
sults presented in table 1 and 2, since a rapid decrease of the hemag- 
glutination titer occurred simultaneously with a rapid decrease of 
the mouse infectivity titer. On the other hand, the possibility has 
to be faced, that the change of host might be responsible for the 
change of properties of the virus. 

Obviously the amount of ColSK virus in the monkey brain is 
approximately the same as in the monkey cord, as determined 
by mouse potency tests and hemagglutination reactions. This is, 
perhaps, not surprising, because of the rapidly fatal course of the 
experimental disease. 

The Lansing strain did not agglutinate sheep red cells. Although 
we reported a-few positive results in our first paper on this subject 
(17), repeated tests indicated, that the Lansing strain is not able 
to agglutinate sheep red cells, and the few positive reactions must 
be considered as not specific. The question whether or not the 
Lansing strain might be able to agglutinate sheep red cells, when 
the concentration of the virus is sufficiently high, remains to be 
answered. 


Determination of the antigenic difference between Y-SK and ColSK 
virus by the hemagglutination inhibition reaction. 


Cynomolgus monkey 37 has been immunized by repeated in- 
tramuscular injections of 1 ml of a 10 per cent virulent brain sus- 
pension of mice, which have been infected intracerebrally with 
Y-SK virus. Cynomolgus 41 has been immunized by the same 
procedure with ColSK virus. Four injections were given, with an 
interval of 1, 2, and 2 weeks. The animals were bled one week 
after the last injection. Both of the sera were titrated on their 
inhibitive activity towards the ColSK hemagglutination. It was 
found, that the serum of the ColSK immunized monkey had a 
hemagglutination inhibition titer of 1: 8192, when using 4 hem- 
agglutinating units, whereas the serum of the Y-SK immunized 
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monkey did not inhibit the ColSK hemagglutination. Thus it ap- 
peared from this experiment also, that the ColSK virus and the 
Y-SK strain are immunologically unrelated. 


Discussion. 


Since we have been able to confirm JUNGEBLUT’s results, the 
question forces itself again, whether or not the ColSK group of 
viruses should be included in the family of poliomyelitis viruses. 

It has been provisionally suggested, that the term poliomyelitis 
virus should be used to designate strains of the agent originally 
described as the cause of poliomyelitis in man, regardless of the 
source from which it may be recovered in nature. The virus is 
identified by the typical experimental disease it produces in mon- 
keys, by the character and the distribution of the microscopic 
lesions it produces in the central nervous system, by its host range, 
and by its immunological and physico-chemical properties (5). 

Besides from cases of typical poliomyelitis presenting paralysis, 
virus strains fulfilling the definition have been isolated from non- 
paralytic meningeal forms, which may hardly or not be distinguis- 
hed from meningitis of other viral origin, e.g. lymphocytic chorio- 
meningitis (18, 19), mumps meningitis (12), meningitis caused by 
the Coxsackie group of viruses (6). Next to these many cases of 
mild illness, called epidemic summer grippe or sore throat, have 
been described, presenting fever, headache, nausea or vomiting, 
epigastric distress or generalized abdominal pain, sore throat, 
generalized aching or soreness in certain muscles or joints, some- 
times transitory nuchal-spinal rigidity associated with pleocytosis. 
From the stools and throat swabs of these patients, poliomyelitis 
virus of low virulence for monkeys was isolated (4, 15). 

It is justified to call the virus strains recovered from the paraly- 
tic and non-paralytic cases of poliomyelitis, and from the cases of 
mild illness as well, poliomyelitis virus, particularly in account of 
the fact, that they produce a clinically and histologically typical 
experimental poliomyelitis in monkeys. 

When examining the properties of the ColSK group of viruses, 
and those of the mouse-adapted strains of the Lansing type, there 
are certain differences to be considered: 

-1. The host range of the ColSK virus is less limited. 
2. The incubation period of the ColSK: infection in the monkey 
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is short (3 to 5 days). It is known, however, that the incubation 

period of the different strains of poliomyelitis virus in the monkey 

may vary between about 4 to about 20 days. 

3. The ColSK virus agglutinates sheep red cells, provided that the 
concentration of virus, as determined in mouse potency tests, 
is at least 10-*. The Lansing strain does agglutinate sheep red 
cells, perhaps because of its low mouse infectivity titer (10-%). 

4. The ColSK virus has been grown in the chick embryo, but only 
in a limited number of passages. 

The size of the ColSK virus is approximately the same as that 
of the human poliomyelitis viruses, and also from a clinical and 
histopathological point of view there seems to be no significant 
difference between both groups of viruses: The absence of a close 
immunological relationship is of no value for the classification, since 
on the basis of reinfection and reciprocal vaccination-immunity 
experiments at least three immunologically different types of polio- 
myelitis have to be distinguished: the Lansing type, the Brunhilde 
type and the Leon type (1, 2, 13). 

The ColSK virus is apparently of animal origin in nature, but its 
pathogenic properties, as determined in the monkey experiment, 
are closely similar to those of the group of poliomyelitis viruses 
of human origin. 

When looking at the differences, the essential parts of which 
remain to be seen, one might be inclined to exclude the ColSK 
group from the family of poliomyelitis viruses. When looking at 
the similarities, particularly those in pathogenic properties, one 
might be inclined to include this group in the poliomyelitis family, 
but, like JUNGEBLUT (10) suggests, as aberrant members of animal 
origin and as a fourth immunological type. 

Though there might be some evidence, that members of the 
ColSK group are pathogenic for man, it has, however, to be ex- 
amined whether they are capable of producing in man a disease, 
clinically and histologically resembling poliomyelitis, like they can 
do in the monkey. 


Summary. 


The intracerebral inoculation of cynomolgus monkeys with 
Columbia SK virus (mouse brain suspension) produced flaccid 
paralysis after an incubation period of 3 to 5 days. In the spinal 
cord leucocytic infiltrations, acute necrosis and neuronophagia of 


= 
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anterior horn cells were found. Similar lesions, but far less extensive 
were found in the medulla and the brain stem, whereas leucocytic 
perivascular infiltrations were present in the motor area of the 
cerebral cortex. Small accumulations of leucocytes were observed 
in the heart muscle and in the epicardium. The Lansing strain of 
poliomyelitis virus produced essentially similar lesions, though less 
extensive, and the incubation period was 14 days. In the heart 
muscle and the epicardium of a Lansing-infected monkey small 
mononuclear infiltrations were found. The mouse infectivity titer 
of the ColSK virus decreased rapidly after monkey passage, and 
there was a simultaneous decrease of the hemagglutination titer with 
sheep red cells. No close antigenic relationship between the Y-SK 
and the ColSF virus was demonstrated by the hemagglutination 
inhibition reaction with sera from monkeys immunized against Y- 
SK and ColSK virus. The question is discussed, whether or not 
the ColSK group of viruses, which should be considered to be of 
animal origin, has to be classed into the family of poliomyelitis 
viruses as a fourth immunological type. 
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(From the Department of Bacteriology and Experimental Pathology of the 
Institute for Preventive Medicine, Leiden). 


EXPERIMENTAL TRANSMISSION OF 
INFECTIOUS MONONUCLEOSIS TO MONKEYS, 
AND THE HEMAGGLUTINATION OF 
ERYTHROCYTES TREATED WITH NEWCASTLE 
DISEASE VIRUS 


by 


J. D. VERLINDE, L. M. DE SONNAVILLE and 0. MAKSTENIEKS 
(Received November 29, 1949). 


An opportunity for the etiological investigation of infectious mono- 
nucleosis presented itself during an epidemic of this disease described 
by DE SONNAVILLE (3) in 1948/1949, when more than 300 cases in 
two neighbouring villages were observed. 


MATERIALS AND METHODS. 

Young Cynomolgus monkeys were inoculated with blood, throat 
washings, cerebrospinal fluid and suspensions of removed lymph- 
glands from mononucleosis patients, by intramuscular, intraperito- 
neal, intracerebral or subcutaneous route. 

The materials were frozen immediately after collection and stored 
in a dry ice box until the time of inoculation. Heparinized blood, 
cerebrospinal fluid and lymph gland suspensions were checked on 
bacteriological sterility. Throat-washings were treated with 400 
units of penicillin and 1 mg streptomycin per ml. 

The inoculated animals were observed for two to three months. 
The temperature was measured twice daily. Blood counts and PAuL- 
BUNNELL tests were performed twice a week as a rule, from 2 to 4 
weeks prior to inoculation till the end of the experiment. 

The PauLt-BuUNNELL reaction was carried out by mixing equal 
parts (0.5 ml) of a 1 per cent suspension of washed sheep red cells, 
and a series of twofold dilutions of serum. The mixtures were placed 
in the incubator at 37° C. for 2 hours, and in the refrigerator over- 
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night. The reaction was regarded as positive when clumps of erythro- 
cytes could be observed with the naked eye after turning round the 
tubes three times. 

Refering to a communication by BURNET and ANDERSON (1), that 
human QO, and chicken erythrocytes, after having been in contact 
with the virus of Newcastle Disease, may be agglutinated by the 
serum of patients suffering from infectious mononucleosis to a higher 
titre than by normal serum, a number of human and monkey sera 
were examined for their ability to hemagglutinate red cells treated 
in this way. 

For this purpose, the Newcastle Disease virus 1) (allantoic fluid) 
was inoculated into the allantoic cavity of eleven-day old chick em- 
bryos. The allantoic fluid was collected after 2 days of incubation 
at 35 C. After a few allantoic passages the hemagglutination titre of 
the allantoic fluid for chick red cells was 1:1024. 

The allantoic fluid was diluted 1:10, and 10 ml of this dilution 
were mixed with 0.2 ml of packed human O or chick erythrocytes, 
the mixtures placed in a waterbath at 37° C. for 2$ hours, shaken 
and centrifuged. The centrifuged red cells were washed with 0.85 
per cent saline three times and diluted with saline to a 0.5 per cent 
suspension, The sodium chloride—calcium chloride diluting fluid 
used by BURNET and ANDERSON (1) did not prove advantageous. 

The hemagglutination reaction with the cells treated with N.C.D. 
virus was carried out the same day by adding equal parts (0.5 ml) 
of a series of twofold dilutions of serum to the suspensions of erythro- 
cytes. Reading took place after 2 to 3 hours at room temperature. 


MONKEY INOCULATION EXPERIMENTS (figures | and 2). 

1. Patient A, female, 25 years of age, from a family in which 6 of 8 
members showed symptoms of infectious mononucleosis, swelling 
of the cervical lymph glands, a rise of the PAUL-BUNNELL titre 
from 1:4 to 1:32, and a rise of the percentage of mononuclear 
cells from 43 to 53 within a fortnight (14 days later 73 per cent !) 
were observed. 

Patient B, female, 10 years of age, from a family of 9 persons, all 
presenting symptoms of infectious mononucleosis, had enlarged 
cervical and inguinal lymph glands for 2 months already, a rise 
of the PAUL-BUNNELL titre from 1:32 to 1:128, and a rise of the 


1) The virus of Newcastle Disease was kindly provided by Prof. Dr Jac. 
JANSEN (Institute for Infectious Diseases, Veterinary Faculty, Utrecht). 
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Fig. 1. 
Febrile reaction of experimentally infected monkeys. 
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Fig. 2A. 
Cynomolgus 22. Intramuscular infection (February 24). Lymphnode-sus- 


pension patients B and C (——— number of leucocytes; ...... percentage 
of mononuclear cells). 
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Fig. 2B. 
Cynomolgus 20. Subcutaneous infection (February 25). Throat-washings 
patients C and D ( number of leucocytes;...... percentage of mono- 


nuclear cells). 
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Fig. 2C. 
Cynomolgus 21. Intramuscular infection (March 21). Blood cynomolgus 20. 
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percentage of mononuclear cells from 47 to 60 during the same 
period. 
Heparinized blood from both patients, which proved bacteriologi- 
- cally sterile, was mixed and 10 ml of this mixture was inoculated 
intramuscularly, and 20 ml intraperitoneally in Mac. cynomolgus 23. 
The animal died after 17 days. Only cachexia, but no rise of tem- 
perature and no blood changes were observed. No lesions were found 
at autopsy. No conclusions can be drawn from this experiment. 
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Cynomolgus 26. Intramuscular infection (June 13). Cerebrospinal fluid patient 
E ( number of leucocytes; . .. . percentage of mononuclear cells). 


2. Patient C, male, 46 years of age, felt ill for a couple of days, had 
sore throat, and the cervical and inguinal lymph glands and liver 
were enlarged. The PAUL-BUNNELL titre was 1:8, but one month 
later 1:256. The percentage of mononuclear cells was 48. : 
From this man, and from patient B, a swollen inguinal lymph 

gland was removed aseptically and rubbed down with sterile sand 

to a 10 per cent suspension. After centrifuging, 10 ml of.the superna- 
tant fluid, from which no bacteria could be cultivated, was inoculated 

intramuscularly in Mac. cynomolgus 22. 

The animal presented a short fever period followed by a long 
subfebrile stage after an incubation period of 7 days. The total 
number of leucocytes rose from normal to a slight leucocytosis, but 
after about 14 month a slight leucopenia was observed, There was 
a gradual increase of the percentage of mononuclear cells from the 
11th day after inoculation, and the PAUL-BUNNELL titre was marked- 
ly increased from the 25th day during about two weeks. 

This experiment suggests the presence of a nonbacterial agent, 
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possibly the virus of infectious mononucleosis, in the lymph glands 

of one or both of the patients. 

3. Patient D, female, 24 years of age, from a family of 7 persons, 
all showing symptoms of infectious mononucleosis, had sore 
throat, enlarged cervical lymph glands, 49 per cent mononuclear 
cells, and a PAUL-BUNNELL titre of 1:8, which increased to 1:32 
within the next three weeks. 

Throat-washings from this patient and from patient C were mixed 
up, and treated with penicillin and streptomycin. Mac. cynomolgus 
20 was inoculated subcutaneously with 10 ml of the mixture. 

The animal showed a fever period from the 15th to the 27th day, 
a slight leucopenia from the 50th day, and an abnormally high 
percentage of mononuclear cells from the 21th day. The PAvuL- 
BUNNELL titre was markedly increased from the 14th to the 50th 
day (titre from 1:32 to 1:4096). 

At the end of the febrile period, on the 26th day after inoculation, 
5 ml citrate blood from this monkey was inoculated intramuscularly 
into Mac. cynomolgus 21. 

In this animal, which showed a high percentage of mononuclear 
cells prior to inoculation, no significant increase of the percentage 
of these cells was observed. The PAUL-BUNNELL titre, however, 
showed a sharp rise 8 days after inoculation, and the titre remained 
above the normal level for 18 days. A slight leucopenia occurred 
after 26 days. 

This experiment suggests the presence of the agent in the throat- 
washings from patients which present a sore throat in the initial 
stage of infectious mononucleosis, and in the blood. 

4. Patient E, male, 18 years of age, from a family of 11 persons, all 
of them showing symptoms of infectious mononucleosis, contrac- 
ted a meningo-encephalitis 5 months after the acute stage of the 
disease. 

The bacteriologically sterile cerebrospinal fluid was inoculated 
intracerebrally into mice, and 10 nil were injected intramuscularly 
into Mac. cynomolgus 26. 

The mice remained in good health, and in the monkey no febrile 
reaction occurred. In the monkey the percentage of mononuclear 
cells prior to inoculation was high, but it increased from 67 to 85 
during the experiment. An increase of the PAUL-BUNNELL titre also 
occurred, and the titre remained on a high level during 14 month 
(titre from 1:64 to 1:1024). 
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Four days after onset of the meningo-encephalitis, patient E 
presented symptoms of primary atypical pneumonia: The sputum, 
after treatment with penicillin and streptomycin, was inoculated in 
a cynomolgus monkey by the intramuscular route. During the 
observation period of two months, no febrile reaction, blood changes 
or a rise of the PAUL-BUNNELL titre occurred. 

Though the reaction of the blood in this monkey was not very 
conclusive, the high PAUL-BUNNELL titre beginning 11 days after 
inoculation, is suggestive for the presence of the mononucleosis 
agent in the cerebrospinal fluid of the patient. 

5. No reaction occurred in a cynomolgus monkey after intracerebral 
and intramuscular inoculation of a suspension of lymph glands, 
stored for three months in a dry ice box, and removed from two 
patients suffering from infectious mononucleosis. 

6. Mac. cynomolgus 37 was inoculated by intracerebral and 
intramuscular route with cerebrospinal fluid from a patient, 
suffering from infectious mononucleosis with symptoms of menin- 
go-encephalitis. The cerebrospinal fluid arrived in the laboratory 
24 hours after lumbar puncture, without being frozen. This might 
be the reason that no reaction in the monkey could be observed. 
Two months later, however, this patient died and at autopsy a 

brain abscess was found. From the pus and from the cerebrospinal 

fluid and the blood as well, Salmonella paratyphi B was isolated. 

The most remarkable findings in this patient will be described in 

full elsewhere. 


HEMAGGLUTINATION OF HUMAN AND CHICKEN RED CELLS THAT HAVE 
BEEN TREATED WITH THE VIRUS OF NEWCASTLE DISEASE, 

Hemagglutination reactions with human O and chicken erythro- 
cytes that both have been in contact with N.C.D. virus, were per- 
formed with sera from 39 patients suffering from infectious mono- 
nucleosis, and from 3 experimentally infected monkeys in difterent 
stages.of the disease. Besides, 28 normal human sera were examined 
in the same way. The results of 184 titrations are presented in Fig. 3. 

It appears from this figure, that human O erythrocytes treated 
with N.C.D. virus (abbreviated as N.C.H. in the figure) and chick 
erythrocytes similarly treated (abbreviated as N.C.C. in the figure) 
were agglutinated by normal sera to a maximum titre of 1:64, except 
one serum, that reached a titre of 1:256, and 1:128 respectively. .” 
Seventy per cent of the mononucleosis sera from man agglutinated 
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Fig. 3. 
Hemagglutination of human O and chick erythrocytes treated with New- 
castle Disease virus. 


N.C. treated human O erythrocytes, and 46 per cent agglutinated 
N.C. treated chicken erythrocytes to a titre of 1:128 or higher, to 
a maximum of 1:1024. These percentages for sera from experimen- 
tally infected monkeys were 77 and 69 respectively. 

Furthermore it appears from table I, that the N.C.H. and the 
N.C.C. hemagglutination reactions were independent of one another 
and of the PAUL-BUNNELL titre. 


TABER AL 


Comparison of the titre of the PAUL-BUNNELL reaction and of 
the N.C.H. and the N.C.C. hemagglutination reaction. 


Titre 1: 128 or higher 
PavuL-BUNNELL | Number of : 
titre sera both N.C.H. 
N.C.H. only | N.C.C. only Sidhu 
0 1 0 0 0 
Iee-8 6 3 0 3 
eatG 12 0 0 8 
2, 16 3) 0) 5 
1 : 64 8 4 0 2 
beet 28, 8 I 3 3 
1; 256 13 5 3 4 
LP 7 3 J 2 
1: 1024 1 0 0) ] 
1: 2048 2 ] ) 1 
1 ; 4096 2 0, 0 2 
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A number of mononucleosis sera with a low PAUL-BUNNELL titre 
showed an increased N.C.H. and N.C.C. hemagglutination titre, and 
in this case these hemagglutination reactions might have a certain 
diagnostic value. EVANs and CURNEN (2), however, showed that an 
increased N.C.H. hemagglutination titre may also occur in sera from 
human beings suffering from other infectious diseases (lung tuber- 
culosis, tuberculous meningitis, secondary syphilis, pneumonia, 
chronic bronchitis, pharyngitis, infectious hepatitis). Therefore the 
N.C.H. and N.C.C. hemagglutination is far less valuable than the 
PAUL-BUNNELL reaction in the diagnosis of infectious mononucleosis. 


Summary. 


The intramuscular and subcutaneous inoculation of Cynomolgus 
monkeys with bacteriologically sterile blood, suspensions of swollen 
lymph glands, and with throat-washings treated with penicillin and 
streptomycin, from patients suffering from infectious mononucleosis, 
and the inoculation with cerebrospinal fluid from a patient presen- 
ting symptoms of meningoencephalitis in the course of infectious 
mononucleosis, resulted in an experimental disease, which resembled 
abortive cases of infectious mononucleosis in man. The principal 
features of the experimental disease were a rise of the PAUL-BUNNELL 
titre, an increase of the percentage of mononuclear cells, a slight 
leucocytosis followed by a slight to moderate leucopenia, and some- 
times a febrile reaction. 

These results are suggestive for the viral etiology of infectious 
mononucleosis, and they indicate that the agent is present in the 
pharyngeal secretions. This may give an explanation for the method 
of spread of the disease. 

Human O and chicken erythrocytes were brought in contact 
with the virus of Newcastle Disease, and cells treated in that way 
were agglutinated by 27 of 28 pyormal human sera to a titre of 1:64 
or less. From 39 mononucleosis sera 70 per cent caused hemag- 
glutination of N.C.D. treated human red cells and 46 per cent 
caused hemagglutination of N.C.D. treated chicken red cells to a 
titre of 1:128 or higher (maximum 1:1024). No correlation could 
be demonstrated between the titre of the PAUL-BUNNELL reaction 
and that of the N.C.D. treated red cells. 
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LA TECHNIQUE DE LA “DOUBLE COUCHE” 
DE GELOSE ET LA DISTRIBUTION DES GERMES 
PRODUCTEURS DE COLICINES DANS LES 
MATIERES FECALES NORMALES ET 
PATHOLOGIQUES DE L’HOMME ET DES ANIMAUX 


par 


A. GRATIA, P. FREDERICQ'), E. JOIRIS, M. BETZ-BAREAU 
et E. WEERTS 
(Regu le 28 Décembre 1949). 


L’un de nous en 1925 (4,5), a décrit et étudié l’antagonisme 
observe incidemment entre deux souches d’F. coli. Ayant isolé du 
sang du coeur d’un lapin mort d’infection une E£. coli virulente 
qu'il baptisa pour cette raison du nom de coli V, il constata que 
le filtrat de sa culture en bouillon inhibait considérablement la 
croissance d’une autre E. coli, dite coli , par ailleurs trés sensible 
a certains bactériophages. II ne s’agissait pas, comme il ]’avait 
cru d’abord, d’une souche d’E. coli lysogéne, c’est-a-dire porteuse 
de bactériophage, mais bien d’une souche productrice, tant sur 
gélose qu’en bouillon, d’une substance antibiotique tres active, 
supportant la dilution au 1/1.000e, thermostable a 100° C., extré- 
mement diffusible, traversant la cellophane, précipitable par l’a- 
cétone, non antigénique et qu’il dénomma principe V. 

Dans les zones d’inhibition produites sur gélose par l’action 
antibiotique du coli V sur le coli y apparaissent parfois quelques 
colonies résistantes de coli gy. DEMELENNE-JAMINON (1) a montré 
que ces mutants résistants peuvent se présenter sous des types 
morphologiques distincts: d’une part sous forme de colonies identi- 
ques a celles de la souche-mére et d’autre part sous forme de colo- 
nies minuscules. Ce caractére nain persiste indéfiniment lors de 
repiquages successifs, méme en l’absence de l’antibiotique qui l’a 
fait apparaitre. 


1) Associé du Fonds National de la Recherche Scientifique. 
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Des recherches ultérieures (2, 10, 11) nous ont montré que cet 
antagonisme coli V-coli g n’est pas un phénoméne exceptionnel 
mais, au contraire, un cas particulier de manifestations antibio- 
tiques trés fréquentes chez les Entérobactériacées. Toutes les 
souches antibiotiques n’agissent pas d’une maniére identique a celle 
du coli V. Elles sécrétent, suivant les cas, au moins 17 substances 
antibiotiques différentes, 17 ,,colicines’”’ suivant le terme que nous 
avons proposé pour désigner ces substances, qui se distinguent 
l'une de l’autre par de nombreux caractéres et notamment par 
leur spectre d’activité. 

Nos recherches, au début, ont porté sur différentes souches, 
repiquées, au hasard de l’isolement, a partir d’étalements de ma- 
tiéres fécales. Cette technique aveugle ne’ permet évidemment pas 
de se faire une idée exacte de la distribution des souches antibio- 
tiques dans les selles normales ou pathologiques de l’homme et 
des animaux. Aussi l’un de nous a-t’il étudié diverses méthodes 
sélectives permettant de repérer les souches antibiotiques parmi 
les nombreuses inactives que renferment souvent les matiéres 
fécales. De toutes les techniques étudiées (7, 8), celle quis’est avérée 
la mieux appropriée et la plus féconde est la suivante (9): 

On inocule en masse la matiére fécale étudiée dans de l’eau pep- 
tone qu’on porte alors a 37° C. Le lendemain, on étale 1 ml d’une 
dilution appropriée (en général 10-® a 10”) de cette culture sur 
une boite d’eau peptone gélosée. Pour obtenir un étalement bien 
uniforme, il est bon de faire la dilution dans un milieu contenant 
0,5% d’agar fondu, suivant la technique que nous avons mise au 
point pour le titrage des bactériophages (6). Aprés séchage de cet 
ensemencement, on coule par au dessus une deuxiéme couche min- 
ce d’eau peptone gélosée et on porte la boite a l’étuve a 37°C. pen- 
dant 48 heures. La culture ensemencée se développe sous forme 
de colonies bien isolées, emprisonnées entre les deux couches. On 
ensemence alors la surface stérile de la seconde couche de facon 
uniforme a l’aide d’un disque de papier filtre imbibé d’une culture 
d’un germe sensible. Aprés nouvelle incubation de 24 heures, on 
constate que, si la couche inférieure ne contient aucune colonie 
antibiotique, le germe sensible se développe, de facon uniforme et 
continue, a la surface de la seconde couche, tandis que si la couche 
inférieure renferme des colonies actives, l’antibiotique produit 
diffuse dans la couche supérieure et provoque des zones circulaires 
d’inhibition. Ces zones circulaires stériles sont centrées par la colonie 
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isa 1s 
ESSAI DE TECHNIQUE SELECTIVE. 
Ensemencement d’une dilution de selles sur gélose. Les 4 colonies apparues 
en 48 heures ont été enlevées a l’emporte-piéce, puis toute la surface a été 
ensemencée du germe sensible: 3 des 4 colonies montrent une action antibio- 
tique. 


Fig. 2. 
TECHNIQUE DE LA DOUBLE COUCHE. ; 
Isolement d’une culture de matiéres fécales de porc; germe réactif sensible: 
E. colt 9. 
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Fig. 3. 
TECHNIQUE DE LA DOUBLE COUCHE. 
Isolement d’une culture de matiéres fécales de cheval; germe réactif sensible: 
E. coli gp. 


TECHNIQUE DE LA DOUBLE COUCHE. 


Isolement d’une culture de matiéres fécales d’homme; germe réactif sensible: 
S. scehottmuellert. 
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active qu'il est aisé de repiquer a travers la couchesupérieure gélosée. 

Nous avons tout d’abord appliqué cette technique A l’étude des 
selles de l’homme normal (13). Nous avons constaté que 80% en- 
viron des selles des 50 individus étudiés renferment des germes 
actifs contre la souche sensible coli y; la proportion de ces germes 
actifs par rapport aux germes inactifs est cependant trés variable 
d’une selle a l'autre. 

Ayant ainsi établi la fréquence générale de germes antibiotiques 
dans les selles de homme, nous nous sommes demandé: a quel 
moment de la vie cette flore antibiotique fait-elle son apparition? 
Pour résoudre cette question, nous avons étudié pendant 8 jours 
consécutifs les selles de 10 nouveau-nés. Nous avons constaté, fait 
bien connu, que le meconium prélevé au moment de la naissance 
est stérile et ne renferme par conséquent pas de germes antibio- 
tiques. Mais, dés le deuxiéme jour chez 8 des individus, et le troi- 
siéme jour chez les 2 autres, la technique de la double couche 
révéle la présence de germes antibiotiques. 

Cette présence quasi générale de germes antibiotiques dans les 
selles de l'homme se retrouve aussi chez les animaux (12). Tous 
les échantillons de matiére fécale provenant de cheval, porc ou 
poule (16 en tout) se sont montrés positifs; nous avons eu 6 résul- 
tats positifs pour 10 échantillons provenant de vaches mais aucun 
positif parmi 2 échantillons provenant de lapin ni parmi 8 échan- 
tillons provenant de souris. 

Ces germes antibiotiques, qu’on trouve de facon constante dans 
les selles de l’homme et de divers animaux, proviennent de l’in- 
testin. Il est donc possible qu’ils exercent aussi im vivo leur activité 
antagoniste et qu’ils interviennent dans le déterminisme de la flore 
intestinale. On peut aussi se demander s’ils ne jouent pas un rdle 
important au cours d’affections intestinales puisque certains d’entre 
eux inhibent im vitro des germes pathogenes tels que Shigella et 
Salmonella. 

Ces considérations nous ont amené a étudier par cette technique 
de la double couche les modifications de la flore antibiotique intes- 
tinale au cours des fiévres paratyphoides B (3). L’enquéte a porté 
comparativement sur 185 échantillons de selles dont 78 provien- 
nent de malades, 66 d’individus sains de l’entourage de ces derniers 
et 41 d’individus sains n’ayant pas eu de contacts connus avec des 
malades. Les résultats, en employant comme germe réactif sensible 
la souche E. coli p ont été les suivants: 
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PB! 45 selles + sur 78, soit 57,7% 
Entourages. 5205.4,- 0-04, 66)0 7, 618.8% 
Normaux> 931) 20-25; 4 eee 909% 


Nous voyons donc que les selles de malades renferment moins 
souvent des germesantibiotiques que celles d’individus sains de 
leur entourage ou d’ailleurs. Nous avons cependant constaté que 
cette réduction du nombre des selles positives chez les paratyphi- 
ques B est due, en réalité, 4 une fréquence relative plus grande 
chez ces malades de germes détruisant les colicines, tels que Pro- 
teus et Entérocoque. Les anticolicines produites par ces germes 
diffusent en 48 heures dans un rayon de 5 a 10 mms, et il suffit, 
par conséquent, de quelques colonies de ce type pour masquer la 
présence de colonies antibiotiques lorsqu’on emploie la technique 
de la double couche. En tenant compte de cette cause d’erreur, 
il ne semble donc pas y avoir une grande différence entre selles 
de malades ou d’individus sains quant a leur action sur la souche 
sensible coli g. Par contre, si on emploie comme germe réactif 
sensible une souche de S. schottmuellert, on constate alors que des 
souches antibiotiques actives contre ce germe se rencontrent beau- 
coup plus souvent dans les selles de malades que dans celles d’indi- 
vidus normaux de leur entourage ou d’autres lieux, soit: 26,99 des 
cas au lieu de 18,2% et 14,6% respectivement. Tout se passe donc 
comme si au cours de la fiévre paratyphoide B, la présence de S. 
schottmuellert dans les selles déterminait l’apparition de germes doués 
de propriétés antibiotiques vis-a-vis de ce germe. Nous avons par 
ailleurs observé que les selles prélevées moins de 15 jours aprés 
le début de l’affection se comportent comme les selles d’individus 
normaux, tandis que le pourcentage de selles renfermant des germes 
actifs contre S. schottmuellert augmente considérablement de 15 a 
30 jours aprés le début de l’affection pour revenir a4 la normale 
au dela de 31 jours, a l’exception des selles provenant de malades 
qui restent porteurs de germes et montrent corrélativement un 
pourcentage particulierement élevé de germes actifs. 

Signalons pour terminer que toutes les souches antibiotiques 
dont l’action a été étudiée dans cette communication sont des 
Entérobactériacées, a l’exception d’une Ps.aeruginosa et que toutes 
les substances antibiotiques produites appartiennent au groupe des 
colicines. 

En conclusion, l’emploi d’une technique sélective, mise au point 


ae 
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par l’un de nous, montre la présence trés générale de germes pro- 
ducteurs de colicines dans les selles de lhomme et des animaux. 
Ces germes apparaissent dés les premiers jours de la vie et, se ren- 
contrent chez des individus de tout age. Au cours d’une affection 
intestinale telle que la fiévre paratyphoide B, la flore antibiotique 
intestinale ne subit pas de grands changements quantitatifs mais 
se caractérise cependant par l’apparition d’un type particulier de 
germe antibiotique, précisément actif contre l’agent causal de cette 
affection. 
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THE EVALUATION OF CULTURE MEDIA FOR 
THE ROUTINE ISOLATION OF GONOCOCCI 


by 


D. C. CANNE and A. CHARLOTTE RUYS 
(Received January 23, 1950). 


In recent years several new media for the primary isolation of 
gonococci have been recommended, indication of some dissatis- 
faction with the older but simpler ones. However, in our experience 
of more than 15 years (Ruys), the ascites-Levinthal-agar (A) and 
the modified Bieling hemolysed blood-agar (B) plates give excellent 
results (1). 

Even from the rectal mucosa we cultured gonococci in well 
isolated colonies in quite a large percentage of women suffering 
trom gonorrhea: out of 204 positive rectal examinations 199 were 
positive on one or two of the above mentioned plates, with 55 
positive and 35 doubtful smears (2). 

The publication of THAYER, SCHUBERT and Bucca (3), who 
found the V.D. medium superior to other modern ones (Peizer, 
Mueller, Difco), prompted us to compare the V.D. medium with 
our old methods. We obtained the following results with 200 female 
patients (172 women and 28 children), most of them sent by the 
venereologist because of diagnostic difficulties (although traced as 
possible source of infection many showed negative smears), others 
for control of cure after treatment: 


Source of uo Breer Smear | Asc. Lev. V.D. 
Material : : Positive | Positive | Positive 
nations tives 
Urethra Ie 39 16 35 32 
Cervix 172 46 Z1 42 37 
Rectum 200 18 0 13 15 
Vagina 28 1 i 1 1 
Gl. Barth. ] 1 1 I 1 
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From the number of 105 positive examinations were positive: 
1 in a smear alone (1 urethra); 12 on Asc. Lev. alone (5 urethra, 
4 cervix, 3 rectum); 10 on V.D. alone (3 urethra, 2 cervix, 5 rectum). 

From the number of 54 positive patients were positive: 0 in a 
smear alone; 4 on Asc. Lev. alone; 2 on V.D. alone. In 4 patients 
the rectum only gave positive results (2 on V.D. 2 on both)! 

In each case the material was transferred directly from the 
patient to the prewarmed plate and spread with a Drigalski glass 
spatule, consecutively used to inoculate a second plate of the same 
kind, in order to obtain well-isolated colonies. The sequence of 
inoculation of the two media used was varied indiscriminately. 
The plates were incubated at 36° C. in a moist atmosphere enriched 
with CO, and inspected after 24 and 48 hours. 

On the whole we relied on the appearance of the colonies to pick 
them off for the necessary confirmative investigations, with an 
occasional support from the oxidase test. The diagnosis N. gono- 
rrhoeae was made with Gram-negative cocci fermenting glucose but 
not laevulose and maltose at 36° C. on ascites-Levinthal-agar with 
1% sugar and litmus as an indicator, not growing at 20° C. on 
ascites-Levinthal-agar nor at 36° C. on plain agar. 

Our results do not indicate a superiority of the complicated V.D. 
medium over the ascites-Levinthal-agar. 

If one wishes to use two different media we should like to recom- 
mend the very easily prepared hemolysed blood-agar plate. In 
previous experiments (Ruys) they procured the same or perhaps 
even slightly better results than the ascites-Levinthal-agar plates 
(121 resp. 116 out of 129 positives). We had to suspend their use 
during the war because horse blood was not regularly available. 


Formula A (ascites-Levinthal-agar): 


proteose pepton No.3 1% 
Sodium chloride 4% 
Agar 2% 


». Sterilised, adjusted to pH 7.3, cooled to 56° C., mixed with 74% 
defibrinated horse blood, steamed exactly 64 minutes in separate 
batches of 200 ml, filtered and tubed in 15 ml quantities. For a 
plate a tube is melted with as little heating as possible and mixed 
in the dish with 3 ml of ascitic fluid. 
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Formula B (hemolysed blood-agar): 


Blood from the vein of a horse is drawn directly into distilled 
water, equal parts. The mixture is heated at 60° C. for 30 minutes. 
Plates (which cannot be kept for more than 5 days) are poured 
from mixtures of 6 ml of the laked blood with 9 ml of nutrient agar. 


We wish to express our thanks to Miss C. E. DE JONG VAN BEEK 
EN Donk for her valuable assistance. 


Summary. 


The V.D. medium which is superior to the Peizer, Mueller and 
Difco media means no improvement over the old ascites-Levinthal- 
agar plates in the routine isolation of gonococci. 
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SUR UNE SOUCHE D’ESCHERICHIA COLI A LA 
FOIS LYSOGENE ET ANTIBIOTIQUE 


par 


P. FREDERICQ 1) 
(Recu le 28 Décembre 1949). 


Les recherches antérieures de GRATIA et de nous-méme (2,3,7,9) 
sur les antibiotiques produits par des Entérobactériacées nous ont 
montré qu’il existe de nombreuses analogies entre l’action de ces 
agents antibiotiques que nous avons appelés colicines (8), et celle 
des bactériophages: spécificité du champ d’action strictement 
limité aux Entérobactériacées mais variable d’une colicine a l’autre, 
action sur les souches sensibles par l’intermédiaire de récepteurs 
spécifiques, morphologie de la zone d’inhibition dépendant 4a la 
fois de la souche sensible et de la colicine considérée, spécificité 
des mutants résistants qu’elles sélectionnent et indépendance de 
ces mutations entre elles et vis-a-vis des autres caractéres des 
souches étudiées. De plus, on observe régulierement une résistance 
croisée spécifique entre mutants résistant a la colicine E et un 
groupe de bactériophages, désigné II, d’une part, et entre mutants 
résistant a la colicine K et un autre groupe de bactériophages, 
désigné III, d’autre part (6). Il semble donc que, tout au moins 
chez les Entérobactériacées, des facteurs communs interviennent 
dans les phénoménes d’antibiose et de bactériophagie. Le seul 
caractére permettant de distinguer a coup str les bactériophages 
des colicines est le fait que ces derniéres ne se multiplient pas et 
que leur action, par conséquent, n’est pas transmissible en série. 

Etant donné ces rapports entre colicines et bactériophages, nous 
recherchons actuellement si les souches antibiotiques de notre collec- 
tion, ou tout au moins certaines d’entre elles, ne sont pas lysogénes, 
c’est-a-dire porteuses de bactériophage. Rappelons a ce propos que 


1) Associé du Fonds National de la Recherche Scientifique. 
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BEUMER (1) a récemmient constaté qu’on peut extraire du bacille 
lysogéne de Lisbonne une substance antibiotique probablement 
apparentée a nos colicines. 

Pour mettre une activité lysogéne en évidence, on peut employer 
la technique des stries croisées, ou bien déposer une goutte de 
filtrat de la culture présumée lysogéne sur une surface gélosée 
ensemencée d’une souche sensible appropriée. Comme on ne sait 
pas a priori quel sera le type de bactériophage libéré, on choisira 
une souche sensible 4 de nombreux bactériophages. 

Nous avons donc utilisé comme souches sensibles, d’une part, 
la souche coli g qui a servi 4 GRaTIA et, d’autre part, la souche 
E. col B de DEMEREC et FANO. Ces souches sensibles a de nom- 
breux bactériophages sont également trés sensibles aux colicines, 
ce qui semble d’ailleurs étre une régle assez générale et constitue 
une analogie de plus entre colicines et bactériophages Cette sensi- 
bilité paralléle aux colicines et aux bactériophages complique 
cependant singuliérement le probléme puisque si nous observons 
une inhibition par l’une ou l’autre des techniques sus-mentionnées, 
nous devrons vérifier si cette inhibition est die a un agent trans- 
missible (bactériophage) ou non transmissible (colicine) et que de 
plus, si une souche est a la fois lysogéne et antibiotique, la présence 
éventuelle de bactériophage risque d’étre masquée par la colicine 
qui, empéchant la multiplication de la souche sensible, empéchera 
par le fait méme la multiplication de ce bactériophage et par consé- 
quent sa détection. 

Nous avons commencé nos recherches par l’étude de souches 
productrices de colicine K puisque, comme nous l’avons rappelé 
plus haut, la colicine K est une des colicines offrant avec les bac- 
tériophages les rapports les plus étroits. Des cultures de 48 heures 
en bouillon des 15 souches étudiées sont stérilisées par du chloro- 
forme suivant la technique antérieurement décrite de préparation 
de bactériophages (4). Si nous déposons une goutte de chacune de 
ces cultures chloroformées a la surface d’une boite de bouillon gé- 
losé, uniformément ensemencée de la souche sensible coli g, nous 
constatons le lendemain que cette souche sensible ne s’est pas 
développée aux endroits o4 ont été déposées les cultures chloro- 
formées. Voyons maintenant s’il s’agit d’un agent inhibiteur trans- 
missible ou non. Pour cela, ajoutons une goutte de chacune des 
cultures chloroformées a une série de tubes de bouillon ensemencés 
par ailleurs de la souche sensible coli’y. Aprés 6 heures d’incubation 
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a 37° C. nous constatons encore une action inhibitrice plus ou moins 
marquée dans tous ces tubes. Mais si nous stérilisons alors ces tubes 
par le chloroforme et si nous en déposons une goutte a la surface 
d’une boite ensemencée de coli y, nous constatons cette fois que 
seul le tube de passage de la souche K 235 exerce encore une action. 
De plus, au lieu de provoquer une zone d’inhibition réguliére et 
continue comme dans le premier essai, son action se manifeste sous 
forme de taches isnlées réparties sur l’endroit ob a été déposée 
la goutte. Il n’y a donc pas de doutes que la souche K 235 libére 
du bactériophage, comme l’ont d’ailleurs confirmé de nombreux 
passages ultérieurs. 

Voyons maintenant si l’action inhibitrice de cette souche K 235 
n’est pas die uniquement au bactériophage qu’elle libére ou si 
cette souche secréte en outre un agent antibiotique distinct. Tout 
d’abord, au point de vue morphologique, les zones d’inhibition 
produites par action directe de la souche K 235 different de celles 
produites par son bactériophage. Dans le premier cas il s’agit de 
zones complétement stériles (avec éventuellement quelques colonies 
résistantes) tandis qu’au contraire le bactériophage, tout au moins 
lors des premiers passages, n’exerce qu’une action partielle et laisse 
pousser un voile continu de croissance secondaire. Aprés une quin- 
zaine de passages, nous avons cependant obtenu une préparation 
de bactériophage trés virulent, produisant d’emblée la lyse totale. 
D’ailleurs, si on racle un peu de la gélose d’une zone d’inhibition 
produite par action directe de K 235 et qu’on porte ce prélévement 
dans un tube ensemencé de la souche sensible, on n’observe pas 
d’inhibition; cette zone stérile ne renferme donc pas de bactério- 
phage. 

On peut d’autre part distinguer l’agent antibiotique du bacté- 
riophage par la sensibilité du premier aux enzymes protéolytiques, 
suivant la technique qui nous a permis de différencier la colicine 
K des bactériophages III (5). On étale sur la moitié de la surface 
d’une boite de bouillon gélosé 2 gouttes du bactériophage de K 
235 et, aprés séchage, on fait, perpendiculairement au diamétre 
séparant la moitié recouverte de bactériophage de l’autre moitié, 
une strie d’un germe protéolytique (Proteus OX 19); puis, perpen- 
diculairement a cette derniére et dans la moitié sans bactériophage, 
une strie de la souche K 235. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C., 
les cultures qui se sont développées sont tuées par des vapeurs de 
chloroforme, et la souche sensible est ensemencée uniformément 
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sur toute la surface de la boite. Le lendemain on constate une 
inhibition de cette souche sensible sur toute la surface recouverte 
de bactériophage, méme au voisinage immédiat de la strie de Pro- 
teus, tandis que la zone d’inhibition entourant la strie de la souche 
K 235 a été détruite au voisinage de la strie de Proteus sous l’effet 
de la protéase diffusible sécrétée par ce germe. 

Nous avons enfin constaté que la résistance a la colicine produite 
par la souche K 235 est distincte de la résistance au bactériophage 
libéré par cette méme souche. Dans les zones d’inhibition pro- 
duites soit par action directe de K 235 soit sous l’effet de son bac- 
tériophage apparaissent éventuellement des colonies isolées qui 
sont des mutants résistants de la souche sensible. Cette résistance 
est héréditaire et le repiquage d’une des colonies apparues dans 
la zone d’inhibition. produite par action directe donne une culture 
qui n’est plus sensible a l’action inhibitrice directe de K 235 mais 
conserve la méme sensibilité que la souche-mére au bactériophage; 
inversement, le repiquage d’une colonie apparue dans la zone 
d’inhibition produite par le bactériophage de K 235 donne une 
culture qui n’est plus sensible a ce bactériophage mais conserve 
la sensibilité a l’action antibiotique directe de la souche K 235. 

En conclusion, nous avons observé une souche d’F. colz douée 
a la fois de propriétés lysogéne et antibiotique. La colicine et le 
bactériophage qu’elle produit se distinguent cependant l’un de 
l'autre par leur activité, leur sensibilité aux protéases et la spéci- 
ficité des mutants résistants qu’ils sélectionnent. 
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INTRODUCTION. 

In the protection of agricultural and horticultural crops against 
mould damage inorganic fungicides such as Bordeaux mixture and 
sulphur preparations have been very popular during a long time. 

In the past 35 years organic mercury compounds, introduced 
by Rieu (18), have been added to the mould controlling inorganic 
substances, but because of their high toxicity to animal and man 
they are only applicable in special cases, for instance in the disin- 
fection of cereal sowing seeds. 

Recent trends in the field of antifungal substances have led to 
the development of several highly active purely organic substances. 
In this respect special mention must be made of the promising 
results obtained with sulphur containing organic compounds such 
as the dithiocarbamates and their derivatives. As these substances 
are in general neither poisonous to higher plants nor to men or 
cattle (TISDALE and FLENNER (19), GoTH and RoBInson (8)), their 
applicability is not restricted to special objects as is the case with 
the organic mercurials. 

The economically important dithiocarbamates can be dis- 
tinguished into three types. 

The metal salts of dithiocarbamic acid such as 


(CH,),N-C-S-Zn-S-C-N(CH,),, 
| | 


zinc dimethyl dithiocarbamate (‘‘Zerlate’’), 
are listed in the first group. 
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The iron- and zinc salts have already found wide application as 
foliage protectants and are put on the market under trade names 
such as ““Fermate’’,; ‘“Karbam Black”, “F.D.D.C.”, and “Zerlate’, 
“Karbam White’, “Z.D.D.C.” respectively. The former substance 
has been found very useful in the control of apple scab disease 
(causal fungus Venturia inaequalis), while the latter has shown to 
be a very effective protectant of potato crop against early blight 
(Alternaria solani) (BARRATT and HorsFALy (1)). 

To the second group belong disodium and zinc ethylene bis- 
dithiocarbamate (trade names “Dithane He 175’’, ““Dithane D 14” 
and “‘Parzate”’, “Dithane Z 78” respectively). 


NaS-C-HN-CH,-CH,-NH-C-SNa, 
| | 
> S 
disodium ethylene bisdithiocarbamate (‘‘Dithane’’) 

In U.S.A. these substances have already gone far toward super- 
seding Bordeaux mixture in the protection of potato crop against 
Alternaria solani (early blight) and Phytophthora infestans (late 
blight) (HORSFALL (12)). 

Although the purely organic compound tetramethylthiuram 
disulphide (t.m.t.d.), representing the third.type, is not as practi- 
cally important as “Dithane”’ or ‘“‘Fermate’’, it has attracted our 
special attention because it is a purely organic dithiocarbamic acid 
derivative, yielding test results which are not influenced by inherent 
toxicity of metal ions. 

Since this compound is soluble in several organic solvents such as 
acetone and alcohol, and also to a small extent in water, its suita- 
bility for experimental purposes compares favourably with that of 
“Fermate”’ and ‘‘Zerlate’’ which are highly insoluble. 


(CH,),N-C-S-S-C-N(CH,),, 
| 


tetramethylthiuram disulphide (t.m.t.d.) 


Investigations on t.m.t.d. have been carried out mainly with 
regard to its applicability in practice. It was found to be very 
valuable in the control of certain turf diseases (HARRINGTON (10), 
Mites (17)). Further it is used as a spray material against scab 
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disease (Venturia inaequalis and V. pirina) of apple and pear, 
against Botrytis tulipa on tulips, against Rhizoctonia and Pythium 
disease of seedlings (cf. FEEKEs (4)), and in a saturated aqueous 
solution it has been reported to act as a wood preservative (MARSH 
(16)). Beside antifungal efficiency this substance has also been shown 
to possess outstanding insectifugal properties against the Japanese 
beetle and the Mexican bean beetle (Guy and Dietz (9), TISDALE 
and FLENNER (19)). 

In general the experiments which have been done with dithio- 
carbamic acid derivatives have the character of tield trials. Papers 
on laboratory work with these compounds are scarce and as a rule 
these experiments too serve practical purposes. 

Fundamental knowledge regarding the mode of action of t.m.t.d. 
and related compounds is lacking almost entirely, though several 
attempts have been made to elucidate this problem. 

Marsu (16) connected the antifungal action of t.m.t. d. with its 
ability to accelerate the vulcanization of rubber by elementary 
sulphur. DimonpD and HorsFALt (2) have noted that not only the 
action of sulphur in rubber vulcanization but also the antifungal 
action of this element is promoted by t.m.t.d. 

Further it has been assumed that the toxic action of these 
derivatives might be due to decomposition, hydrogen sulphide 
(BARRAT and HorsFALL (1)), or amine and carbon disulphide 
(PARKER-RHODEs (21)) being responsible for the toxic action. The 
toxic action of t.m.t.d. has further been ascribed to the molecule 
as a whole (Davies and SExTON (22)), inactivating copper con- 
taining enzymes (HALD, JACOBSEN and LaRSSEN (23)) as well as to 
dithiocarbamate ions. These ions might precipitate essential heavy 
metal ions in the cell or inactivate essential SH-groups of enzyme 
proteins by the formation of disulphide linkages (1). 

It is clear, however, that much work remains to be done to gain 
some insight in the mode of attion of t.m.t.d. In the near future our 
investigations will be directed upon problems connected with the 
influence of t.m.t.d. and related compounds on mould metabolism. 


OBJECT OF THIS INVESTIGATION AND METHODS APPLIED. 

In connection with the general trend of our investigations the 
question rose whether a correlation exists between the type of 
metabolism of various micro-organisms and their sensitivity towards 
t.m.t.d. 
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In order to investigate this question we used several strains of 
bacteria, yeasts and moulds?) the physiological properties of which 
varied as to anaerobiosis, aerobiosis and to substrate requirements; 
the moulds belonging to species possessing either plant parasitic 
or saprophytic properties. 

For each organism under consideration the minimum and maxi- 
mum doses of t.m.t.d. were determined which caused a complete 
inhibition of growth (fungistasis, bacteriostasis) and allowed still 
visible growth respectively. 

The bioassay used was essentially based on the so-called roll- 
culture method according to JuLtus (14), a method for counting 
bacteria. Only the essentials of the method will be described here. 
A more detailed report dealing with this assay will be published 
shortly. 

In Julius’ counting tests small culture bottles of 4.5 cm height 
and 2 cm bottom diameter, containing 1.5 ml of a melted nutrient 
agar are kept at 50°C. A standard drop of a bacterial suspension 
is added to each bottle. Immediately after this the culture bottles 
are placed in-a special solidification apparatus, in which they are 
rotated horizontally around their axis. The agar forms a thin, 
homogeneous layer against the cylindric wall of the culture bottles 
and then solidifies. After appropriate incubation the bottles are 
placed in a counting apparatus consisting of a slit and an axis 
provided with a screw-thread. On rotation the isolated colonies 
pass the slit and are counted by means of a loupe. 

In the present method used in evaluating fungicides, increasing 
amounts of the antifungal substance to be tested are added to the 
melted agar by means of a standard drop; subsequently fungal 
spores are incorporated in the agar as an inoculum. 

Evaluation of the antifungal activity may occur either by ob- 
serving presence or absence of growth, or by counting the number 
of fungal “‘colonies’”’ developing from a known number of spores. 
In the latter way LD 50 or LD 95 values may be determined. 

In the present investigation neither LD 50 nor LD 95 values 
were determined because large differences could already be expec- 
ted in the doses required to produce complete inhibitory effects 


1) Most of the mould species were obtained from the ‘‘Centraal Bureau 
voor Schimmelcultures’’ at Baarn, Holland. The bacteria and yeasts were 
kindly supplied by the “Laboratorium voor Microbiologie der Technische 
Hogeschool”’ at Delft, Holland. 
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on the various micro-organisms employed. Consequently it was 
sufficient for the moment to investigate the action of t.m.t.d. in 
a series of concentrations increasing as a rule according to a geo- 
metrical progression with ratio = 2 (cf. table I). T.m.t.d. was 
incorporated in the agar by dissolving a certain quantity in a 1:1 
mixture of acetone and water, preparing the dilutions required 
with the same mixture, and adding one drop to each bottle 
with a standardized pipette, the volume of each drop being 1/30 
ml. A drop (1/20 ml) of a diluted spore suspension (resp. bacterial- 
or yeast suspension) in water, containing about 1.000 spores 
(resp. bacterial or yeast cells), was added as an inoculum. Since 
the bottles contained 1.5 ml of agar the final concentration of 
t.m.t.d. in the agar was 1/50 of that in the original dilution. The 
small amount of acetone proved to be of no perceptible influence 
on the rate of development of any of the organisms investigated. 

Peptone-glucose agar (containing 2% peptone Witte, 2% glucose 
and 2% agar in tap water) was used, since most micro-organisms 
thrive well in this medium. The bacteria Streptobacterium (= Lacto- 
bacillus) caset, Streptococcus lactis and Clostridium acetobutylicum 
were cultivated in a medium containing some additional yeast 
extract, in the absence of which only a poor development was ob- 
served. 

Anaerobic cultivation occurred in culture tubes containing 20 
ml of a peptone glucose solution (and if necessary yeast extract). 
In order to exclude oxygen from the air as much as possible the 
media were boiled and cooled quickly, and, to maintain strictly 
anaerobic conditions after inoculation, molten paraffin was poured 
into the culture tubes. Under these conditions Streptococcus lactis 
and also Streptobacterium casei failed to develop. Growth was only 
observed after the paraffin plug had been perforated with a hot 
needle. This demonstrates that some oxygen is indispensable for 
the development of the lactic acid bacteria in question. 

The results of the assay were generally read after 2 x 24 hours 
of incubation; only the slowly developing mould Margarinomyces 
atrovirens van Beyma required an incubation time of 4 x 24 hours. 

Incubation of the moulds occurred at 24° C., except the thermo- 
phylic mould Aspergillus fumigatus Pers. which was grown at 45° C. 
The bacterium Pseudomonas putida was cultivated at 21° C., while 
Streptococcus lactis, the Actinomycete Streptomyces griseus (Krains- 
ky) Waksman et Schatz and the yeast Mycoderma vimi were cul- 
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tivated at 24° C. The bacteria Mycobacterium phlei and Clostridium 
acetobutylicum, the yeasts Saccharomyces cerevisiae and Torulopsis 
utilis required 30° C. for development. The bacteria Staphylococcus 
aureus, Bacillus subtilis, Bacterium (= Escherichia) colt and Strep- 
tobacterium (= Lactobacillus) caset were grown at 37° C. 

All assays were carried out in duplicate. 


THE ANTIMICROBIAL SPECTRUM OF T.M.T.D. 

The results of the present investigation are shown in table I. 

The micro-organisms (subdivided in bacteria, yeasts and moulds) 
are listed according to decreasing sensitivity towards t.m.t.d., the 
concentration of which is given in parts per million (= p.p.m. = 
mg/liter). 

Both the maximum dose of t.m.t.d. allowing visible growth and 
the minimum dose causing complete suppression of growth were 
determined for each organism (cf. column II an III, @ and 6 
respectively). In column IV characteristics of the organisms are 
given. 

Among the bacteria the Gram-negative species appeared to be 
more resistant to t.m.t.d. than the Gram-positive. In this respect 
t.m.t.d. resembles penicillin (5) and various chemotherapeutics (3). 
It is striking that even a saturated solution of t.m.t.d. in the 
medium proved to be unable to yield complete suppression of 
Pseudomonas putida. On the other hand the Gram-positive bacterium 
Staphylococcus aureus turned out to be strikingly sensitive to 
t.m.t.d. under aerobic conditions. Under strictly anaerobic con- 
_ ditions, however, t.m.t.d. proved to be of much lower potency. 
This constitutes the only observed case in which a considerable 
difference exists between the influence of t.m.t.d. on aerobic as 
compared with anaerobic growth of the organisms investigated. 

The yeasts examined showed a moderate sensitivity to t.m.t.d. 
None of the species investigated withstood concentrations higher 
than 50 p.p.m., being more sensitive than the Gram-negative 
bacteria. On the other hand the yeasts showed a higher tolerance 
than some of the filamentous fungi. 

Although not to such an extent as the bacteria, the fungi varied 
considerably with respect to their sensitivity towards t.m.t.d. For 
instance, Botrytis cinerea Pers. was found to be about 75 times more 
sensitive than Aspergillus niger v. Tieghem. In general the dose 
yielding a complete inhibition of growth in the case of fungi was 


Table I. 


Sensitivity to tetramethylthiuram disulphide of various micro-organisms on a peptone- 
glucose substrate. 


ee 
I | II III | IV 
Aerobic culture pusepble 
culture 
a | b | 
; Spo hes 3 es Characteristics 
Organism tested 3s Sa5 ea ga6 of the organism 
$s Bad “ae ° Bf 
E wd g° SE Ewe B36 | 
Eb | geoch| 6S | gaoo be 
a5 Adis <3 oa 
a2 |/835 | 8S | fa 
ee ae oe 
iS) iS) 
| p.p.m. | p.p.m. | p.p.m. | p.p.m 
Staphylococcus aureus 0.4 0.8 10 50 | Gram +, fac. anaerob 
Bacillus subtilis 3 6-4) = — — Gram +, obl. aerob 
£ Mycobacterium phlei 8 15 = = Gram +, obl. aerob 
$ < Clostridium acetobutylicum — _- 10 20 Gram +, obl. anaerob 
& Streptococcus lactis 10 20 10 20 | Gram +, fac. anaerob 
Bacterium coli 50 | 100 | 50 200 Gram —, fac. anaerob 
Pseudomonas putida 200 j ? = — | Gram —, obl. aerob 
Streptomyces griseus AO a ed == — | Actinomycete 
(Krainsky) Waksman et | 
Schatz 
2 ( Mycoderma vini 3 6 — — | obl. aerob 
g Saccharomyces cerevisiae 8 15 20 50 | fac. anaerob 
> (Torulopsis utilis 15 30 — — | obl. aerob 
' Botrytis cinerea Pers. 0.2 0.4 — — .| parasite 
| Botrytis allii Munn 0.2 0.4 — — | parasite 
Penicillium italicum Wehmer 0.2 0.4 — — | parasite 
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) 2 5 — — | parasite 
Massee 
Mucor piriformis Fischer 4 8 —_ — | saprophytic Phyco- 
mycete 
Rhizopus nigricans Ehren- 4 8 — — | saprophytic Phyco- 
berg mycete 
Cercospora nicotianae Ell. 5 1¢ — — | parasite 
et Ev. } 
Ag Fusarium avenaceum (Fr.) 6 10 — — | parasite 
3 , Secc 
= Cladosporium herbarum Link 6 10 — — | saprophyte 
Alternaria tenuis Nees 8 15 — — | parasite 
Margarinomyces atrovirens 8 15 — — | saprophyte 
v. Beyma 
Mycosphaerella Tulasnet 8 15 — — | saprophyte 
Jane 
Aspergillus niger v. Tieghem 15 30 —_— — | saprophyte . 
Trichoderma viride Pers. 15 30 — — _ | saprophyte 
= | et Fr. 
Penicillium expansum 15 30 — — | saprophyte 
(Link) Thom 
15 30 — — _ | saprophyte 


me \A spergillus fumigatus Fres. 


' 


= 
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lower ‘than in the case of bacteria. Thus, t.m.t.d. is an antifungal 
rather than an antibacterial substance '). 

Listing the mould genera according to their sensitivity towards 
t.m.t.d. shows that the plant pathogenic fungi are in general the 
most sensitive. Evidently t.m.t.d. is more toxic to the parasitic 
moulds than to the saprophytic fungi. It may thus be expected, that 
t.m.t.d. will be of more value in the treatment of crop against 
fungal diseases than in the control of moulding of fabrics or foods. 


DISCUSSION. 

From the results mentioned above some preliminary conclusions 
regarding the mechanism of action of t.m.t.d. can be drawn. 

Since t.m.t.d. is more toxic to parasitic moulds than to sapro- 
phytic fungi, the question arises whether this fact is related to 
the higher demands parasitic moulds make on their substrate as 
compared with the requirements of saprophytic fungi which are 
more omnivorous. 

If so the action of t.m.t.d. could be understood by assuming 
it to exercise an influence on the uptake of nutrients (either being 
of organic or inorganic character) from the substrate. With regard 
to the possibility that the uptake of mineral nutrients may be 
prevented, a certain interaction of t.m.t.d. with heavy metals 
rendering them more or less unavailable as essentialities for fungal 
growth has been proposed by HorRSFALL and ZENTMYER (11). Alter- 
natively t.m.t.d. may interfere with the uptake of essential organic 
materials. We are investigating these subjects at the moment. 

Table I shows that in general the facultative aerobionts responded 
in a similar way to t.m.t.d. under both aerobic and anaerobic con- 
ditions. Apparently no simple correlation exists between the type 
of dissimilation (either being of a complete or of an incomplete 
character) and the toxicity of t.m.t.d. 

We are inclined to suggest that t.m.t.d. does not mainly interfere 
with dissimilatory phenomena, but that rather other metabolic 
functions, such as certain assimilatory processes, are affected. This 
view finds support in the fact that the poisonous effect of dithio- 


1) Nevertheless, in view of the low dose required to inhibit Staphy- 
lococcus aureus, t.m.t.d. may be of some promise as a chemotherapeutic 
egainst skin infections caused by Staphylococci. 
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carbamic acid derivatives seems in general to be restricted to some 
groups of organisms (19), among which the obligatory aerobic fungi 
are the most important, whereas large groups of other organisms, 
such as the higher plants and the vertebrate animals, possessing 
also an obligatory aerobic type of metabolism, show little or no 
response to these substances (GOLDSWORTHY et al. (7), GOTH and 
ROBINSON (8)). In view of the generally accepted assumption that 
oxydative dissimilation in aerobic cells is of a uniform type, any 
interference of t.m.t.d. with one of the components of the desmolytic 
system seems unlikely. 

In other respects too, there are arguments in favour of the view 
that t.m.t.d. does not interact with desmolysis. Table II shows the 
results of experiments with the very active fungicide sodium 
trichlorophenate. For these tests moulds were selected which varied 
considerably with regard to their sensitivity towards t.m.t.d. 


Table II. 


Comparison of the effects of sodium trichlorophenate and t.m.t.d. on 
mould growth. 


| Sodium 
trichlorophenate | eae 
5 Minimum ; Minimum 
Maximum Maximum 
Mould tested dase dose ane dose 
A causing : causing 
allowing allowing 
se complete ats complete 
visible ae visible Abia Par ite 
th inhibition ene inhibition 
one of growth 8 of growth 
p-p-m. p-p.m. p-p-m. p.p-m. 
Botrytis cinerea 
Pers. 5 10 0.2 0.4 
Fusarium avenaceum 
Secc. 2 5 6 10 
Penicillium italicum 
Wehmer 5 19 0.2 0.4 
Aspergillus niger 
v. Tieghem 5 10 15 30 


In contradistinction to t.m.t.d. which showed a pronounced spe- 
cific effect, the action of sodium trichlorophenate appears to be 
practically non-specific. This is demonstrated by the fact that the 
growth of both Botrytis cinerea Pers. and Aspergillus niger v. Tieg- 
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hem is completely inhibited by the addition of 10 p.p.m. of the 
latter substance, whereas for t.m.t.d. the figures are 0.4 and 30 
p-p-m. respectively. 

Apparently sodium trichlorophenate possesses the character of 
an antiseptic substance, showing a low specificity in antimicrobial 
action. Antiseptics act primarily by chemical or physical inter- 
ference with non-specific catabolic systems or with the plasma- 
membrane (20), and hence in general strongly affect cell respiration. 

Other substances, such as the antibiotics, strongly contrast 
herewith, showing an antimicrobial action of high specificity. 
GALE (6) found that penicillin prevents the assimilation of glutamic 
acid by washed staphylococci. KRAMpiITZ and WERKMAN (15) 
observed that penicillin G completely inhibited the assimilation of 
the oxidizable substrate (in this case sodium ribonucleate), but had 
no influence upon the oxidation itself. The antibacterial peptide 
gramicidin was found to inhibit the uptake of inorganic phosphate 
by respiring bacteria (HoTcHkIss (13)). These substances in general 
interfere with assimilatory phenomena, whereas respiration in 
general tends to be unaffected at least during a certain lag period. 
As to the property of showing a pronounced specificity t.m.t.d. 
resembles the antibiotics mentioned 1). 

From the foregoing it follows that there are several arguments 
in favour of the view that t.m.t.d. interferes primarily with the 
assimilatory part of mould metabolism. 


Sarvm ma ry. 


The antimicrobial spectrum of the antifungal substance tetra- 
methylthiuram disulphide (t.m.t.d.) was determined. The substance 
in general possessed antifungal rather than antibacterial properties. 
The bacteria as well as the moulds varied considerably with regard 
to their sensitivity towards t.m.t.d. Among the moulds the parasitic 
species were in general more sensitive to t.m.t.d. than the sapro- 
phytic fungi. 

The mode of action of t.m.t.d. was briefly discussed. It was 
concluded that this substance probably acts by interference with 
the anabolic part of mould metabolism. 


1) Consequently t.m.t.d. might be a fungistatic rather than a fungicidal 
substance. 
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PAPER PARTITION CHROMATOGRAPHY 
OF AMINO-ACIDS 2) 


by 


J. D. VAN RAMSHORST 
(Received February 20, 1950). 


During the last six years a new branch of chemistry has developed, 
viz., chromatography by means of filter paper. In a series of 
experiments which are being carried out by the National Institute 
for Public Health, on the composition of a suitable nutrient medium 
for the cultivation of Corynebacterium diphtheriae, the need was felt 
for a simple and rapid method of control of the actual constituents. 
Up to now the control has consisted in the estimation of the total-N 
and amino-N. In order to gain some insight (be it qualitatively) into 
the amino-acids present in the medium, we have resorted to 
chromatographical analysis, following herein some foreign scientists. 

Chromatography in its widest sense is a procedure which has 
already been applied for many years. Its aim is to acquire a quali- 
tative, and sometimes also a quantitative analysis of mixtures, 
which are difficult to investigate by other means, a difficulty 
chiefly due to the close chemical relationship of their constituents, 
such as organic pigments, sugars and especially amino-acids. 

It would lead too far to discuss here, however briefly, the by 
no means completely elucidated background of chromatography and 
we shall limit ourselves to some superficial remarks on this point. 

The older and most commonly known chromatograms were made 
by means of a column of some’ porous adsorbent contained in a 
tube. A solution is passed through this column at a constant rate. 
The matter in solution is then adsorbed to the solid material in 
the tube in such a manner that throughout the column equilibrium 
is established between the fractions of matter in solution and the 


1) Paper read in the meeting of the Nederlandsche Vereeniging voor 
Microbiologie on Dec. 10th 1949. 
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fraction adsorbed to the solid. This results in a more rapid transport 
of the solvent than of the dissolved substance (MARTIN (4)). We 
shall not go into further technical details here. The method is 
therefore founded on the partition of the dissolved substance 
between a solvent and a solid adsorbent. 

Of recent years a variant of this technique has been evolved, in 
which, although a solid is also made use of, this does not act as an 
adsorbent, but probably merely as an inert carrier of a second 
liquid phase, in this case water. 


© | ISOLEUCINE 


© | Avanine 
O THREONINE 
0 GLYCINE 
©] ASPARTIC ACID 
a b c 


Fig. 1. Paper chromatography according to RocKLAND and Dunwn. 


At first a column of a water-saturated silica gel was used. A 
second liquid, preferably not quite miscible with water, has the 
function of solvent. The chromatograms are determined by the 
partition coefficients of the substances under investigation between 
the water-phase and the solvent-phase. 

Instead of the silica gel, cellulose may also serve as a carrier. 
Its most suitable form is filter paper. CONSDEN, GORDON and 
MarrTIn (1) were the first to work out a suitable technique and 
since then several variants have been published. 

The simplest technique and the one we have applied initially is 
RockKLAND and Dunn’s ((6), see fig. 1). 

4* 
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On a spot previously marked with pencil just over the bottom 
edge of a strip of filter paper, narrowing at the lower end, a minute 
drop of the mixture of amino acids under investigation is placed. 
After the drop has been allowed to dry the strip is put into a tube 
with some developing liquid at the bottom (for instance water- 
saturated phenol). The lower end of the strip just reaches into this 
liquid, which thus ascends by capillary action in the filter paper. 
When, after a few hours, the liquid has nearly reached the top end 
of the strip, the procedure is brought to a close and the strip is 
dried during some minutes at about 110°C. The spots where there 
are amino-acids (in quantities of a few y’s) now have to be made 
visible. This is possible by examining the strip with ultraviolet 
light or — more clearly still — by spraying with a solution of 
ninhydrin in butanol or chloroform and heating it once more at 
80—100° C. 

With ninhydrin most of ‘the amino-acids produce a violet colour, 
some a less distict brownish yellow shade. The ratio betweén the 
distance the amino-acid has run and the total ascending height of 
the solvent is known as its Rf-value. Fig. 2 presents some strip- 
chromatograms of pure amino-acids and of their mixtures. 

This method therefore makes use of the capillary ascend of the 
liquid in the paper. An attractive variant is the method of WILLIAMS 
and Kirsy (7), in which a sheet of filter paper rolled into a cylinder 
is employed. Fig. 3 shows the set-up as used by us. 


butanol-acetic acid phenol-water 


valine 
leucine 


leucine alanine 
valine 


alanine 


histidine 


Fig. 2. Strip chromatogram. 
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Some drops of the liquid under investigation are placed along the 
lower edge of the cylinder at certain distances. The paper cylinder 
is then stood in a larger glass cylinder, with a small petri dish 
containing a thin layer of developing liquid at its bottom. The 


Fig. 3. Paper cylinder method. 


further procedure is just like the above, but it is possible in this 
way to develop several chromatograms on the same sheet of paper 
under strictly identical conditions. The importance of this item 
will be referred to later. 

Besides this method; in which the liquid ascends vertically, the 
original method of ConspDEN, GORDON and Martin (1!) must be 


60 J. D. van Ramshorst, 


mentioned. Here an elevated glass or metal through contains the 
liquid (Worwop (8)) and the paper hangs from it with one end in 
the liquid (fig. 4). 

As in the ascending-boundary method, either sheets or strips of 
filter paper may be used, according to the apparatus employed. 
There is not much difference in principle between the two methods 
and the Rf values obtained exhibit no great differences. 

To obtain chromatograms various liquids may be used. The 
most usual ones are: 

1. phenol water-saturated at working temperature, 
2. butanol water-saturated, generally with a trace of acetic acid, 
3. water-saturated collidine. 


Glass sheet 


pipe 


Solvent 


Se Paper 24 


2 ee a 
Water and solvent 


Fig. 4. Descending-boundary method accarding to CoNSDEN, 
GORDON and MarrTIN (1). 


The state of saturation naturally depends a good deal on temper- 
ature. When a rise or fall in temperature occurs during the proce- 
dure, desaturation or demixture will occur, which has an adverse 
effect on the chromatogram. So it is important to keep the 
temperature at a constant level, particularly when long strips or 
large sheets are used, the procedure then lasting 24 hours or more. 
Evaporation also affects the equilibrium between the components, 
to the detriment of the chromatogram. So the procedure has to 
be carried out in a closed chamber. 
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To ensure strictly comparable chromatograms it is necessary to 
keep all conditions constant, an aim not so easily realized. It is 
best to develop chromatograms which are to be compared one along 
with the other, for instance on one sheet of paper as described 
above. The Rf-values depend to a great extent on temperature, on 
the nature of the paper and in a lesser degree on some other factors 
(CONSDEN et al.(1)). This explains the fairly large differences 
between Rf-values, as recorded by various scientists. 

It is self evident, that two amino-acids which have nearly equal 
Rf-values in a certain solvent cannot be separated by these means. 
The spots coincide or coalesce. Fortunately, however, amino-acids 
which show about equal Rf-values in, for instance phenol-water 


TABLE*!: 


Rf-values with 


Butanol acetic 
Phenol — water ba 


Amino-acids acid 
 RockKLanp and NLP.H. 3) N.LP.H. 2) 
Dunn (6) 

p-Alanine 0.62 0.70 0.32 
Arginine 0.53 0.69 0.16 
Aspartic acid 0.25 0.25 0.20 
Cystine HCl — 0.34 0.09 
Glutamic acid 0.39 | 0.37 0.24 
Glycine 0.49 0.48 0.23 
Histidine HCl 0:81 0.70 0.14 
Isoleucine 0.85 0.85 0.66 
Leucine 0.86 0.86 0.73 
Lysine 2 HCl 0.41 0.41 0.14 
Methionine 0.74 0.82 0.52 
Phenylalanine 0.87 -- 0.60 
Proline 0.87 0.91 0.34 
Serine 0.33 0.42 0.21 
Tryptophan 0.81 0.79 0.55 
Threonine 0.57 0.55 0.25 
Tyrosine 0.53 0.67 *) 0.45 3) 
Valine 0.82 0.79 0.51 


ee 


1) National Institute for Public Health, Utrecht. Ascending boundary 
method (strips). 

2) As 1, cylinder-method. 

3) Tyrosine-sodium salt. 
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such as alanine and histidine in Table 1, often do not do so in some 
other liquid such as butanol-acetic acid. 

Thus by making two chromatograms of a mixture of unknown 
constitution, most of the amino-acids present can be indentified. 
The shade of the ninhydrin spots may sometimes give some further 
indication. 

Moreover, it is possible to develop on sheets of filter paper a 
two-dimensional chromatogram: a single drop of the liquid under 


Ry vahes in collidine 


QO Ol 0-2 0:3 0-4 0°5 0°6 0-7 0-8 0:9 1-0 


p Cy (decomp.) 
°As 


Glu 


(2 values in phenol-0:3 % NH; 


Fig. 5. Phenol-ammonia (0—3 %)/collidine diagram, 
showing expected positions of the amino-acids on a 
two-dimensional chromatogram prepared with these 
solvents. Al, alanine; Ar, arginine; As, aspartic acid; 
Cys cystine; Glu, glutamic acid; Gly, glycine; H, 
histidine; HP, hydroxy-proline; TL isoleucine; La, 
lanthionine; Bp leucine; Ly, lysine; M, methionine; 
NL, norleucine; NV, norvaline; Or, ornithine; oAl, 
phenylalanine; de), proline; Se, serine; Th, threonine; 
Tr, tryptophan; Ty, tyrosine; V, valine. 


investigation is placed on the sheet in one of the corners. From this 
spot a normal one-dimensional chromatogram is developed, for 
instance with phenol water. After the sheet has been dried it is 
developed with another solvent in a direction perpendicular to the 
former. The result of this procedure is, that amino-acids which 
produce in the solvents different Rf-values, now will produce 
separate spots. In this way it is possible to distinguish nearly all 
amino-acids in a single chromatogram. The spots are less sharp 
however. Fig. 5 presents a schematical picture, derived from 
DENT (2). 


This method has many applications, more especially in bioche- 


Paper partition chromatography of amino-acids. 63 


mistry, microbiology and medicine, by providing a simple means of 
obtaining information on the composition of protein hydrolysates 
of widely differing natures. 

Thus, DENT (2), by means of chromatography has investigated 
the amino-acids in urine in connection with a definite clinical 
picture. Moreover he detected the presence of various other 
substances, such as glucose, urea, uric acid and salts. 

Detailed investigations into the amino-acid metabolism of various 
bacteria were carried out by PRoom and Worwon (5). They cultured 
300 strains of 20 genera of bacteria on a medium of casein hydro- 
lysate and investigated chromatographically the initial medium and 
the culture filtrates. In this way it appeared possible to demonstrate 
differences in strains, species or groups of bacteria by ascertaining 
the intake or production of certain amino-acids. Moreover poly- 
peptides are synthesised, which may be peculiar to species. When 
bacterial development causes changes in a chromatogram, the first 
amino-acid to be converted will always be serine. Both scientists 
found, moreover, that gram-positive bacteria will take in aspartic 
acid, but no basic amino-acids. For gram-negative bacteria exactly 
the reverse is true. 

In conclusion I would mention an application in the medical- 
microbiological field and actually a special case of the just-cited 
investigation, v1z., the control of culture media for Corynebacterium 
diphtheriae and the examination of changes taking place therein. 

With a view to the production of diphtheria toxin C. diphtheriae 
is cultured in various media. These media are generally chiefly 
composed of enzymatically hydrolysed meat protein or acid- 
hydrolysed casein. Of course sugars, minerals, etc. are added, but 
the chief constituants are the amino-acids. In order to offer the 
most favourable conditions for bacterial growth, it is very useful 
to ascertain which amino-acids are preferentially consumed. A 
special supply of these to the medium may have a beneficial effect. 
Thus Linccoop and Worwop (3) found chromatographically that 
glutamic acid is taken up from the medium almost quantitatively 
by C.diphtheriae and by means of an extra supply they could 
actually raise the production of toxin by an average of 30 %. This 
was also the case for glycine, although in a lesser degree. Besides 
making it possible to trace by these means facts of theoretical and 
practical value, the chromatographic method offers the opportunity 
of a regular control of the media produced. 
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This very brief survey may have made it clear that this analytical 
technique renders inportant services to biochemistry and in related 
fields of science and doubtlessly will render many more. 


Irie a tere: 
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SOME FUNDAMENTAL REMARKS ON THE 
POLAROGRAPHIC DETERMINATION OF THE 
CATALASE ACTIVITY AND THE H,0O, 
PRODUCTION OF BACTERIA 


by 


B. S. AUSSEN, T. Y. KINGMA BOLTJES and B. S. J. WOSTMANN 
(Received March 1, 1950). 


A. INTRODUCTION. 

In 1947 MoLianp (3) tried to determine the catalase activity and 
the H,O, production of several bacteria by means of the polaro- 
graphic method. Among others he showed Bacillus anthracis and 
Salmonella typhosa to be catalase negative. This fact did not agree 
with our results, obtained by supplying colonies of these bacteria 
with drops of H,O,. 

Moreover MOLLAND did not see any hydrogen peroxide production 
by catalase negative bacteria, not even by Dzflococcus pneumoniae 
for which bacterium this production has been proved by Mc.LEop 
c.s. (4,5) by means of various chemical methods. 

These incongruities induced us to investigate more closely the 
basic procedure, underlying the application of the polarographic 
method in the problems mentioned above. 


B. THE POLAROGRAPHIC METHOD. 

1. Apparatus. The polarographic method of analysis is 
based on the interpretation of a current-voltage curve obtained by 
electrolysing a very dilute solution of an electro-reducible or 
electro-oxidizable substance. 

The electrodes used are: a small, easily polarisable electrode (here 
a dropping mercury electrode) and a stationary pool of mercury on 
the bottom of the electrolysis cell. 


The registering apparatus is sketched schematically in fig. 1. 
5 
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A battery B is connected with a low resistance slide wire, wound 
on a rotating cylinder P. By rotating P the sliding contact S moves 
along this wire, giving rise to a potential difference varying between 
S and R, which is applied to the electrodes A and K. 

The current in this circuit is registered by the mirror galvano- 
meter G (sensitivity: 2x 10-§ Amp.) on a roll of photographic 


paper, connected to the rotating cylinder P so that the two revolve 
K A 


— pC 


i|-— eel 


Fig. 1. Sketch of a polarograph. 


A: anode; A: cathode; G: mirror-galvanometer; P: rotating cylinder; S: slide-wire; B: battery. 
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ismultaneously. To regulate the sensitivity of the apparatus the 
circuit is provided with a shunt. (In this way it is possible to make 
the sensitivity 1 x, 1/, x, 4/4 .... 1/512 x the total one). 


In modern apparatus a saturated calomel electrode is used instead of the 
simple mercury electrode A. The saturated calomel electrode is connected 
with the electrolysis solution by a saturated KCl bridge. So the potential 
of the dropping Hg electrode is referred to that of the calomel electrode 
as zero voltage. 


2. Principles. Galvanometer G registers the current corres- 
ponding with a continually increasing potential difference between 
the electrodes; the dropping mercury electrode usually is the 
negative one. 

Let us consider a solution, in which e.g. several kinds of ions are 
present. By increasing the potential difference between S and R 
(fig. 1) no discharge of ions takes place before the decomposition 
potential of one kind of the ions is reached. Up till this potential 
has been reached, only a very small current (the residual current) 
passes through the solution. 


The residual current is caused by the transportation of electric charge 
from the cathode by the dropping mercury. 


If however this potential is surpassed, ions with a corresponding 
decomposition potential will be discharged and a current will be 
registered. 

Thus in the case of ZnCl, the following processes occur at the 
electrodes if the decomposition potential of the Znt+ions is ex- 
ceeded: 


Cathode Anode: 
Znt+ + 2e¢ = Zn 2Cl- + 2Hg = Hg,Cl, + 2¢ 
Zn + Hg = amalgame A calomel electrode is formed. 


Accordingly, up to a certain-potential, the current-voltage curve 
only indicates the residual current. On reaching the decomposition 
potential the curve rises sharply as soon as a discharge of the 
Zn++ions starts. 


The ions reach the drop of mercury both by electric forces and 
by diffusion. If, however, an excess of supporting electrolyte (e.g. 
0.1 n KCl) is added to the solution, a layer of undischarged K tio, . 
is formed around each negatively charged mercury drop. (Ktio, 
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are discharged at a very high negative voltage). This layer screens 
off the electrical influence of the cathode. Therefore the number of 
Zn+tions reaching the cathode is determined only by diffusion 
through this layer. 

As the drop of mercury forming the cathode has but a small 
surface, the number of ions reaching this surface per second will 
be limited. The current reaches its maximum if the potential of 
the drop is high enough to discharge all the ions reaching the 
cathode. In this case the concentration of the ions on the surface 
will be 0; the cathode is totally polarised. The rate of diffusion 
depends here on the concentration of the ions in the solution. So 
the latter will determine the limiting value of the current, and so 
this maximum is a measure for the concentration of the Zn+t+ions. 


residual curr. 


Fig. 2. The current-voltage curve of a solution containing two differentions. 


3. The current-voltage curve. When increasing 
gradually the potential of the cathode, we may distinguish the 
following successive phases (fig. 2): 

a. a small current to charge each drop of mercury (the residual 
current). 

6. the point P, where the decomposition potential is reached 
and the current-voltage curve starts its sharp increase. This potent- 
ial depends on the nature of the ion. 

c. a period during which the current increases. 

d. the limiting value of the current determined by 'the height a 
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of the wave above the zero line (i.e. the produced line of 
residual current). The value a depends on the concentration 
of the concerning ions. 

The position of the point P is also a function of the concentration 
of the reducible substance and shifts to the left at higher concen- 
trations. The point H, where the current is half the limiting current, 
is independent of the concentration. Therefore H is a characteristic 
of the ion itself. The potential corresponding to this point of the 
curve is called half-wave potential. 

4. We will now suppose another cation (B) to be present in the 
solution. Its decomposition potential is situated at Q (fig. 2). With 
this second ion the chain of processes starts anew independent of 
the foregoing. Here as well we can determine the half-wave potential 
and the height of the wave (b). And here again: 

a. the half-wave potential is characteristic for the kind of ion. 

6. the height of the wave is a characteristic of the concentration 
of the ion. 

Thus we have obtained a method to determine independently 
various ions in the same solution qualitatively as well as quanti- 
tatively, provided each of them is present in only small concen- 
trations (10-*—10-? mol). 


C. POLAROGRAPHIC DETERMINATION OF H,QOg. 


1. Principles. This determination is based on the reduction 
of H,O, according to the equation: 


H,O, + 2e = 20H-. 


This is a cathodic reduction, cf. Zn++ + 2e = Zn. Thus the current- 
voltage curve of H,O, solutions will have a form similar to that of 
the c.v.c. of Znt++solutions. The half-wave potential of H,O, is 
about —1 Volt [(1): —0. 94 V; (8) : —1.1 V; own. obs,: —1.07 V]. 

If a quantitative investigation is required, it is not necessary to 
determine the whole curve, but it is enough to consider a small 
part of the highest level, e.g. between —1.6 V and —1.8 V and the 
corresponding section of the zero line as well. This method of 
determination is especially important if investigation of decom- 
posing H,0, is required, because in this case it is necessary to take 
short snapshots. 

2. The determination of H,O,in presence of QO. 
This ,,snapshot method” however is only possible if no substance 
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with lower decomposition potential is present, because if such a 
substance A is present in the solution of B (fig. 2), the highest 
level of the curve will be on a height 4 = a + b above the zero line. 
Now this value / is not only dependent on the concentration of B, 
which has-to be determined, but on the concentration of A as well. 
Therefore this value is not characteristic of the concentration of B. 

In determining H,O,, O, will be such a disturbing factor, for 
polarographically O, reacts as follows: 


First wave: O, + 2 H,O +4- 2 ¢ = H,0, + 2 OH™ (h.w.p.: —0.07 V) 
Second wave: H,O, + 2¢ = 2 OH- (h.w.p.:—1.07V) 4) 


I.e. oxygen not only causes a wave at —0.07 V but a rise of the 
H,O, wave as well, which rise is in practicé equal to the height of 
the first O, wave (cf. equations above and fig. 3, curve I). The 
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Fig. 3. Current-voltage curve of H,O, in presence of Q,. 


a is proportional to the concentration of H,O,. 
b is proportional to the concentration of O,. 


consequences of the presence of O, for the polarogram of a solution 
of H,O, are demonstrated in fig. 3 curve II. 

Therefore in general it is not possible to determine the H,O, 
concentration from the total height of the waves h alone, for 
h=a-+ 2b. Next to the total height of the waves h, also b has 


1) Own observation. 
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to be determined (from the first O, wave). And then the total 
height of the waves has to be reduced with twice the value of b: 
a=h—2b is proportional to the actual H,O 
concentration. 


2 


Only in case b has a constant value, i.e. the concentration of O, is a con- 
stant, a simple measurement like the ,,snapshot method”’ without corrections 
will be suitable. 


3. The determination of H,O, when décomp- 
osing in solution. In decomposing H,O, the total height 
of the waves (measured between —1.6 V and —1.8 V) will initially 
be constant. It takes a certain interval of time before this highest 
level will fall. For the equation of the decomposition: 


2H,0, = 2H,0 + 0, 


shows that each decomposed molecule H,O, is replaced by half a 
molecule O,. Oxygen, however, has two waves in the curve and 
must be counted double. Therefore the total level will not fall 
as long as no QO, is escaping from the solution. 

But as soon as the O, concentration in the solution has reached 
a value in equilibrium with an O, pressure of | atm., bubbles will 
be formed and oxygen escapes from the solution. At this moment 
a fall of the total level will start. So at first 0 rises (fig. 3, curve IT) 
with # remaining constant, next / falls with 6 constant. Here b 
remains constant because the O,, produced by the decomposition 
of H,O,, makes up for the O, removed from the solution by 
escaping into the air and for the amount taken up by respiration 
when experiments with bacteria are concerned. As soon as the 
O, production falls below this O, removal, 6 too will decrease. 
(Cf. fig. 4, in which the course of the height of the O, wave during 
decomposition of H,O, is demonstrated, and fig 5, which is an 
example of a polarogram made by the snapshot method. The 
heights of the 5 lowest curves (the O, waves) of this figure gave us 
the values from which one of the curves in fig. 4 has been com- 
puted). 

In practice the O, concentration proves to exceed greatly the value 


corresponding with an O, pressure of 1 atm. (fig. 4). This phenomenon may 
be explained by assuming oversaturation. 


4. Conclusion. To determine the H,O, concentration in a 
decomposing H,0, solution, it will be necessary to determine both 
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Decomposing agent: 

1 —————_ Proteus mirabilis 

2———— Bacillus subtilus 
—-—--—- Escherichia coli 


30 


10 


height of the 05-wave (05-press.:0,2 atn.)———= — 2 
decomposing time in min. 


Fig. 4. The heights of the O, waves at O, pressures of 1 atm. and 0.2 atm. 
are determined by investigation of solutions brought into equilibrium with 
the concerned O, pressures. 
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Fig. 5. Snapshot polarogram of decomposing H,O, by E. coli. 


Sensibility: 1/512 of the total sensibility of the polarograph. 

Total height of the waves measured between —1.6 V and —1.75 V. First O, wave measured 
between + 0.2 V and —0.4 V. 

In the lowest right the way in which the height of the waves was determined is shown. 


the total height of the waves (between —1.6 V and —1.8 V) and 
the first O, wave (between + 0.2 V and —0.4 V). 


D. DETERMINATION OF THE CATALASE ACTIVITY OF BACTERIA. 
1. INTRODUCTION. 


In order to determine the activity of the catalase a known 
quantity of bacteria is suspended in a 0.1 n KC] solution (supporting 
electrolyte) to which then a quantity of H,O, is added. There- 
upon every 5 or 10 minutes the highest level of the curve is de- 
termined. 

Meanwhile at definite intervals determinations are made of the 
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first O, wave. In this way two curves are obtained, describing the 
course of the heights respectively of the highest level and of the 
first O, wave. Moreover the course of the zero line is registered. By 
diminishing the total height of the curve at any moment by 2 x 
the corresponding height of the first O, wave, a curve is obtained 
describing the decomposition of H,O, itself. 

By means of this decomposition curve it is possible to calculate 
a value for the catalase activity. (Cf. e.g. (3) p. 46ff). 

As mentioned in the introduction MoLLAND determined polaro- 
graphically the catalase activity of various bacteria. He however 
measured the total height of the level without O, correction. 
Though MoLLanpD worked with a H,O, concentration twice as high 
as ours (consequently the sensitivity of his apparatus will probably 
be about 2 x smaller) the O, may have contributed to the total 
height of the uncorrected wave after the O, production 
had begun. Therefore the results of MOLLAND may suggest a 
much too low H,O, decomposition (cf. our fig. 7) and this may 
explain, why he was not capable to show any catalase activity with 
B. anthracis and S. typhosa (cf. (3) p. 151). 


2. EXPERIMENTAL PART. 


I. Investigation of the corrected method. 


The theoretical explanations mentioned above were all tested by 
experiments. 

In the first place O, proved to have a current-voltage curve as 
indicated by KoLTHOFF and MILLER (I). (Cf. fig. 3, curve I). 

Thereupon various H,O, solutions of known concentration were 
analysed by polarograph under the following conditions: 

a. O, previously removed from the solution by Ng. 

b. O, in the solution brought into equilibrium with air, 7.e. with 
+ 0.2 atm. O, pressure. 

- c, O, in the solution previously brought into equilibrium with an 
O, pressure of 1 atm. 

The height of the waves was measured according to the un- 
corrected method (MoLLAND). Subsequently the correction des- 
cribed hereabove was introduced. Both values together with the 
concentrations were brought in a graph (fig. 6). The position of 
each straight line is calculated from 6 measured points using the 
method of the least squares (cf. (9)). 
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The results are reproduced graphically in fig. 6, which shows the 
following facts: 

1. The lines 1 and 3, calculated from the corrected observations 
b and c, as well as the line 5, calculated from uncorrected obser- 
vations a, are all lines deviating only by chance from the straight 
standardline going through zero; 
a aast 
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Fig. 6. The relation between the height of the waves and the corresponding 
H,O, concentration. 


Total height of the waves (uncorrected method). 
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Total height of the waves — 2 X the height of the Ist O,-wave (corrected method). 
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2. The line 2 calculated from the uncorrected observations 0 is 
shifted upwards; 

3. The line 4 calculated from the uncorrected observations c is 
»significantly” shifted upwards. 

From this it appears that the position of the lines, obtained by 
the uncorrected method, is dependent on the O, concentration, 
thus making them unsuitable for calculating H,O, concentrations 
in decomposing H,O,. Only the corrected lines pass through zero 
at every O, pressure. This means that these lines are independent 
of the concentration of the O, and therefore from this point of view 
may be used as H,O, standardlines. 


GeMinvestigation of the H,O,decomposition 
by bacteria. 

The decomposition of H,O, by the bacteria Escherichia colt, 
Bacillus subtilis, Proteus mirabilis and Bacillus anthracis has been 
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Fig. 7. H,O,-decomposition by E. colt. 


: Decomposition-curve calculated by the uncorrected method. 
b: Decomposition-curve calculated by the corrected method. 
c: Course of the O, concentration. (Height of the O, wavs). 
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investigated. We always made a determination between —1.6 V 
and —1.8 V at 1, 5, 10, 15, 20, 30, 40,50 and 60 minutes after 
the addition of H,O, to the suspension of the bacteria. Furthermore 
a determination was made between + 0.2 V and —0.4 V before 
the addition of the H,O, and also 7!/,, 25, 45 and 65 minutes 
afterwards. In this way we obtained the two curves from which 
the various data could be calculated. 

In the first place the described double snapshot method proved 
to be technically feasible. 

In the second place in all cases the O, concentration varied 
largely during decomposition (fig. 4). So the uncorrected method 
cannot be expected to give accurate results. This is shown by 
fig. 5 and 7. According to the uncorrected method E. coli would 
be deemed weakly catalase positive, perhaps even negative (fig. 7, 
curve a), whereas according to the corrected method (fig. 7, curve 6) 
this bacterium is distinctly positive, which agrees with the visual 
O, production from H,O, solutions by this bacterium. 

Analogous results were obtained with the other bacteria investig- 
ated, among which the strain of B. anthracis used showed so much 
activity, that even without corrections catalase positiveness of the 
strain was evident. 

We furthermore investigated catalase negative bacteria like 
Streptococcus mastitidis and Streptococcus lactis Orla Jensen. Here 
the H,O, decomposition proved exactly the same as the decompo- 
sition of H,O, in sterile media. 


E. HO; PRODUCTION BY CATALASE NEGATIVE BACTERIA. 


As catalase negative bacteria cannot decompose H,O,, the 
concentration of hydrogen peroxide, produced during their respi- 
ration, is accumulated in the culture medium. This fact has been 
proved by Mc.LEop c.s. (4, 5) by means of several chemical methods, 
among which the cultivation of pneumococci on a benzidine blood 
medium proved the most successful. 

MOLLAND tried to,letect H,Q, in aerated ascites broth cultures 
of various bacteria ((3) p. 153ff.), but he was not able to find any 
trace of H,O,. Even for Diplococcus pneumoniae, aerated during 
3 days in ascites broth, it was impossible to detect convincingly a 

/ trace of H,O,. So he concluded that, if H,O, was produced, it had 
- to be formed in concentrations less than 0.01 pro mille. 
We too tried to detect H,O, in cultures of Diplococcus pneumoniae. 
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For that purpose we used a strain of these bacteria whose col o0- 
nies gave a blue colour on benzidine blood 
plates. So we were sure the bacteria were able to produce 
H,O0,. A few of the colonies were brought in serum broth with 
0.1 n KCl and 0.1 n NaCl, and incubated aerobically during 2 x 24 
hours at 37°C., without special aeration. After these two days a 
polarogram was made of the culture medium (fig. 8,a) and it 
proved that all oxygen had disappeared from the medium and that 
H,O, was formed in an amount, that could be clearly demonstrated 


(0.01—0.02°/,..) 


bette He 


-0,05V -1,07V -1,07V -0,05¥ -1,07V 


Fig. 8. a. Polarogram of a 2 days old aerobic serum broth culture of 
Diplococcus pneumoniae. 
b. Polarogram of fresh serum broth after removal of O, by Ng. 
c. Polarogram of the same culture mentioned in a but after aeration 
during 2 hours. 
Sensibility 1/32 of the total sensibility of the polarograph. 


A freshly prepared control serum broth, treated with N, to 
remove the O,, did not show any trace of a wave in the neighbour- 
hood of the half-wave potential of H,O, (fig. 8,5), so the wave 
observed was not caused by the serum broth itself. 

Aeration during two hours of the suspension of bacteria proved 
to induce a convincing rise of the H,O, wave (fig. 8, c). 

So it is clearly apparent that even by means of the polarographic 
method it is possible to detect the H,O,, produced by respiration 
of catalase negative bacteria. 


F. ADVANTAGES OF THE POLAROGRAPHIC METHOD. 

The method of polarographic determination of the catalase activity is 
better than the Warburg method measuring the produced O,. 

1. As the polarographic determination of the peroxide is specific, which 
is not the case with the O, determination. 
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2. As with the Warburg method it is always impossible to determine the 
total quantity of the produced O,, because an unknown part of it is kept 
dissolved in the solution. 


Conclusions and summary. 


1. Oxygen has two polarographic waves of equal height (h.w.p. 
—0.05 V and —1.07 V), which disturb the direct polarographic 
determination of H,O,. 

2. In determining H,O, it is possible to eliminate this disturbance 
by reducing the total height of the waves by 2 x the height of 
the first O, wave. 

3. In a decomposing H,O, solution the O, concentration exceeds 
more than 5 x the normal O, concentration in an aqueous solution. 

4. In a decomposing H,O, solution the H,O, concentration at 
each moment can only be determined by taking into account the 
O, concentration at that moment. 

5. Determination without this correction presents too small a 
catalase activity and may even result in characterising catalase 
positive bacteria as catalase negative. 

6. It is possible to demonstrate the H,O, production of catalase 
negative bacteria by the polarographic method. 
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(Aus dem Institut Pasteur, Bandung, und der Neurologischen Abteilung 
der Medizinischen Fakultat, Djakarta). 


HAEMAGGLUTINATION DURCH POCKENVIRUS 


$. Untersuchungen iiber den Uebergang von Pockenvirus-Antihaemaggluti- 
ninen in den Liquor cerebrospinalis 1) 


von 


W. A. COLLIER und W. KRAMER 
(Eingegangen am 15 Februar 1950). 


Nach allgemeiner Ansicht finden sich Normal- und Immunagglu- 
tinine auch in den Fliissigkeiten der serdsen Hoéhlen, stets aber in 
geringeren Mengen als im Blute. Im Liquor finden sich nur gelegent- 
lich solche Antistoffe, die im Blute nachweisbar sind, solange die 
Blut-Liquor-Schranke intakt ist. So sind Ambozeptoren und auch 
Komplement im Liquor nur bei Bestehen von meningealen Infek- 
tionsprozessen nachweisbar. Experimentell ist diese Frage an- 
scheinend sehr wenig untersucht.In der uns zur Verfiigung ste- 
henden Literatur finden sich nur die Untersuchungen von AMORS 
und EBERSEN (2), die bei Affen Meningokokken-Agglutinine intra- 
venos injizierten. Diese waren danach im Liquor nicht nachzuwei- 
sen, erst nach lumbaler Injektion von Normal-Pferdeserum oder 
physiologischer Kochsalzlésung. 

Die auf Java herrschende Pockenepidemie gab uns die Méglich- 
keit zu untersuchen, ob die nach Vaccination und in viel héherem 
Masse bei Variola im Blute auftretenden Antistoffe gegen die 
Haemagglutinine des Vaccinevirus in den Liquor tibergingen. Dies 
war um so interessanter, als sich bei 8 Patienten neurologische und 
psychische Abweichungen wahrend des Verlaufes einer Variola- 
infektion oder in der Rekonvalescenz zeigten. Die klinischenErfah- 
rungen bei diesen 8 Patienten werden durch einen von uns (K) 
noch ausfiihrlich beschrieben. 

In 5 Fallen wurde der Liquor intrathekal und einmal intracere- 
bral auf Java-Affen (Macaca irus mordax) verimpft. In keinem Fall 


1) Mitteilung 8: Antonie van Leeuwenhoek 15, 178, 1949. 
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zeigten sich bei diesen Tieren irgendwelche Krankheitserschei- 
nungen. 

Komplikationen seitens des centralen Nervensystems sind bei 
Variola selten und kénnen als Encephalitis, Meningitis, periphere 
Neuritis, Delirien, Sprachst6rungen u.s.w. auftreten. Die Frequenz 
schatzt man in allgemeinen auf 0,1—0,2 % (vgl. KRAMER (4)). 
Uebersichten iiber die bekannte Literatur finden sich bei 
ALDRICH (1), MARSDEN und Hurst (5), RoLLEsTon (6), TRoup und 
Horst (7); TURNBULL und McINTosH (8) und Wirson und Forp (9). 

Die Untersuchung der Sera und Liquoren auf Antihaemagglu- 
tinine erfolgte nach der im Institut Pasteur gebrauchlichen Metho- 
dik (vgl. COLLIER und VAN THIEL (3)). 


METHODIK. 


Als Virus diente Pulpa vom Karbouw, die nach 3 Tagen geerntet und 
bei —15° C. aufbewahrt war. Das Material wurde in einer Chalybaeus-Miihle 
fein gemahlen, danach im Moérser mit der 10-fachen Menge physiologischer 
Kochsalzlésung verrieben und hierauf ca. 10 Minuten bei 2000 Umdrehungen 
zentrifugiert. 

Das Blut stammte von Hiihnern der Java-Rasse. Die Suspension wurde 
auf 1,5 % eingestellt, sodass eine Endkonzentration von 0,5 % erreicht wurde. 
Diese starke Konzentration von Erythrocyten erméglichte ein sehr leichtes 
Ablesen. 

Als Verdiinnungsfliissigkeit diente 1% Pferdeserum in Kochsalzlésung 
mit Formolzusatz. Die Sera und Liquoren wurden bei —15° C. bewahrt 
und direkt vor Durchfiihrung der Reaktion inaktiviert. 

In einem Vorversuch wurde die einfache, eben noch agglutinierende Dosis 
des Karbouwen-Virus festgestellt, und als Arbeitsdosis wurde die doppelte 
agglutinierende Dosis gewahlt. Eine Reihe von Wassermannréhrchen von 
1 cm Durchmesser wurde mit je 0,25 ccm fallender Liquor oder Serumdosen 
beschickt. Die Verdiinnung wurde so gewahlt, dass nach Zufiigung aller In- 
gredienzien die Verdiinnung im ersten Rohrchen 1/5 betrug, also 1/1,66. 
In jedes Rohrchen kam hierauf 0,25 ccm der gefundenen doppelten agglu- 
tinierenden Virusdosis. Die R6hrchen wurden gut durchgeschiittelt and auf 
die Dauer von 1 Stunde in den Thermostaten gestellt. Hierauf wurde je 
0,25 ccm 1,5 %iges Hiihnerblut hinzugefiigt, wieder gut durchgeschiittelt 
und bei Zimmertemperatur (ca. 2Q°C.) bewahrt. 

Bereits nach 1 Stunde, besser noch nach 2—3 Stunden kann abgelesen 
werden. Bei der Ablesung wird die Reaktion als negativ bezeichnet, wenn 
das am Boden liegende Blutdepot einen vollkommen scharfen Rand erkennen 
lasst, als positiv, wenn der Rand unregelmassig ist und darumhin noch 
Blutk6rperchen liegen. Der Titer der Antihaemagglutinine liegt bei jener 
Liquor- oder Serumverdiinnung, welche die Haemagglutinine, welche durch 
die doppelt wirksame Dosis Vaccinevirus verursacht wird vollkommen 
hemmt. 


8] 
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In der Tabelle 1 finden sich die Titer zusammengestellt, die in 
Blut und Liquor von 10 Variolapatienten gefunden wurden, wovon 
8 neurologische bzw. psychische Abweichungen zeigten. Bei einem 
Teil der Falle war der infektidse Krankheitsprozess bereits abge- 
laufen und der Bluttiter war erheblich gesunken. Bei einem Patien- 
ten (Encephalopathie), der am 25.4.1949 bereits von der Eruption 
genesen und aus den Pockenbaracken entlassen war, bestand am 
17.9.1949 nur noch ein Bluttiter von 1/100. Bei akut kranken Pa- 
tienten waren aber noch Titer von 1/3200 und 1/6400 nachweisbar. 


Die Liquoren der 8 Patienten der Neurologischen Abteilung zeigten fol- 
gende Veranderungen: 

1. Nas.: Nonne und Pandy positiv; Gesamteiweissgehalt 76 mg %, 3 Lym- 
phocyten und 2 Segmentkernige/mm*; Glucose 58 mg %; NaCl 
633 mg %; Goldsol 001232100; WaR. negativ. Affenverimpfung 
negativ. 

2. Tar.: Nonne und Pandy schwach positiv; Gesamteiweissgehalt 36 mg %; 
4 Zellen/mm’; Glucose 68 mg %; Rest-N 14 mg %; NaCl 738 mg % 
Goldsol 0133210000; Wak. negativ. 

3. Ja.: Pandy spurenweise positiv; Gesamteiweissgehalt 25 mg %; Zellen 
3 Leucocyten/mm’; Glucose 68 mg %; NaCl 745 mg %; Goldsol 
0001110000; WaR. negativ. 

4. Dul: Pandy positiv; Gesamteiweissgehalt 81 mg %; Zellen 10 Leuco- 
cyten/mm; Glucose 45 mg %; NaC1738 mg %; Goldsol 0001322100; 
Wak. negativ. Affenverimpfung negativ. 

5. Eni.: Pandy positiv; Gesamteiweissgehalt 55 mg %; Zellen 2/mm#* 
Glucose 70 mg %; NaCl 745 mg %; Goldsol 0123210000; WaR. 
negativ. 

6. At.: Nonne und Pandy negativ; Gesamteiweissgehalt 30 mg %; Zellen 
4 Lymphocyten /mm; Glucose 82 mg %; NaCl 643 mg %; Goldsol 
0011000000; WaR. negativ. 

7. Fat.: Pandy schwach positiv; Gesamteiweissgehalt 34 mg %; Zellen 
18/mm%; Glucose 48 mg %; NaCl 408 mg %; Goldsol 0011100000; 
Wak. negativ. 

8. Sar.: Nonne und Pandy negativ; Gesamteiweissgehalt 19 mg %; Zellen 
3/mm’; Glucose 62 mg %; NaCl 408 mg %; WaR. negativ. 


In den Liquores war in der Regel selbst in der Verdiinnung von 
1/5 auch nicht die Spur von Antihaemagglutininen nachzuweisen. 
Eine einzige Ausnahme fand sich bei einem Fall von Psychose. Hier 
wies das Blut einen Titer von 1/6400 auf, der Liquor hemmte aber 
die Haemagglutination in der Verdiinnung von 1/20. Im Vergleich 
mit dem Blut ist dieser Titer als ausserordentlich klein anzusprechen 
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und ware auch schon dadurch zu erklaren, dass bei der Lumbal- 
punktion spurenweise Blut in den Liquor gelangt ware (ca. 1/300 
Teil). Es ist also zweifelhaft, ob diesem schwach positiven Befund 
Bedeutung zukommen sollte. 

Finden sich wahrend und nach Variola im Liquor also keine Anti- 
stoffe, selbst nicht bei 8 Patienten mit neurologischen Erscheinun- 
gen, die schon in der ersten Krankheitswoche auftraton, so ist kaum 
anzunehmen, dass die Blut-Liquor-Schranke durch den* Krank- 
heitsverlauf wesentlich angegriffen ist, da sie den Uebertritt von 
Antistoffen aus dem Blut verhinderte. 


TABELLE 


2. 


Antihaemagglutinine gegen Vaccinevirus bei Kontrollpersonen in 
Serum und Liquor. 


letzte shiver; Titer 
Name und : s ; 
No Diagnose Revac-| Datum] im im 
Alter Sat : 
| cination Serum | Liquor 
1 30\J..Le: Neurofibromatosis | 25.8.49 15.9 | 1/160 | 1/5 neg. 
2 16 J. Abd. | Neurofibromatosis 27.9.49 5.10) 1/640 | 1/5 neg. 
3 35 J. Al. Luetische Paraplegie 6.49 15.9 | 1/40 |1/5 neg. 
+ 30 J. Am. | Lues cerebri ao 23.9 1/20 | 1/5 neg. 
5 Kwee | Lues cerebrospinalis 28.7.49 4.10 = 1/5 neg. 
6 20 J. The | Hemiplegia luetica 3.8.49 5.10} 1/80 | 1/5 neg. 
7 10 J. Zai. | Hydrocephalie+spasti- | 
sche Paraparese | 23.7.49 LOO Mie 20m iomer: 
8 |15 J. We. | Parkinsonismus 7.49 |+19.9 — /|1/5 neg. 
9 |35 J. Kar. | Querlasion e causa 
ignota 4.49 29.9 1/320 | 1/5 neg. 
10 |25 J. Beb. | Trauma capitis + contusio 
cerebri 9.49 24.9 1/20 | 1/5 neg. 
ll 34 J. Lam. | Hernia nuclei pulposi 8.49 29.9 1/80 | 1/5 neg. 
12 15 J. Pat. | Hemiplegie 2.4.49 26.9 — /|1/5 neg. 
13 30 J. Nam. | Papillitis N. Optici 8.49 22.9 | 1/80 | 1/5 neg. 
14 jh del fecgrs Schlaffe Paraparese 26.9.49 27.9" | 1/40) 1/5 neg. 
Loe 47] > Iw. Neurasthen-hypochondr. 
Syndrom (Metalues ?) 5.49 11.10| 1/160 | 1/5 neg. 
16 | 24 J. Liem. | Polyneurodegeneration —_ 30.9 | 1/40 |1/5 neg. 
7, 3 J.Ro. | Keratitis scrofulosa 7.49 1.10} 1/160 | 1/5 neg. 
18 |40 J. Is. Paraparese e causa ignota | 28.9.49 30.9 | 1/640 | 1/5 neg. 
£9 Wie: —_— — +19.9 | 1/40 |1/5 neg. 
z0 Sko. —_ — +19.9 | 1/40 |1/5 neg. 
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Schliesslich ist in Tabelle 2 noch das Ergebnis der Untersuchung 
auf Antihaemagglutinine in Blut und Liquor bei20 Kontrolpatienten 
wiedergegeben, die an anderen Krankheiten litten, und von denen 
der Termin der letzten Revaccination (meistens) bekannt war. 
Im Blute finden sich Titer gegen Virushaemagglutinine, die mit 
den in der Regel festgestellten Werten bei revaccinierten Personen 
iibereinstimmen. In keinem einzigen Fall aber finden sich im 
Liquor Antihaemagglutinine auch nur angedeutet. 

Auch nach Revaccination kommt es also nicht zum Durchtritt 
von Pocken-Antihaemagglutininen vom Blut in den Liquor. 

Die Zahl der untersuchten Patienten erscheint klein, bei der 
geringen Frequenz der neurologischene Komplikationen bei Variola 
(0,1—0,2 °%%) aber diirfte es schwer fallen, noch mehr Patienten auf 
zufinden. Trotzdem aber weist das Ergebnis ziemlich eindeutig 
darauf hin dass bei Variola und nach Revaccination die Blut- 
Liquor-Schranke nicht verandert ist. 


Zusammenfassung. 


Bei 10 Patienten, die an Variola litten oder genesen waren, und 
von denen 8 neurologische oder psychische Abweichungen zeigten, 
waren bei 9 keine Antihaemagglutinine im Liquor nachweisbar. 
Ein Patient wies einen sehr niedrigen Titer auf, der wohl kaum von 
Bedeutung sein diirfte. 

Bei 20 anderen Patienten, die nicht an Pocken litten, aber die 
revacciniert waren, fand sich in keinem Fall Antihaemagglutinin 
im Liquor. 

Bei Variola und nach Revaccination ist die Blut-Liquor-Schranke 
beziiglich des Durchtrittes von Antihaemagglutininen nicht ver- 
andert. 
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HAEMAGGLUTINATION DURCH POCKENVIRUS 


10. Ueber Pockenimmunitat bei Neugeborenen !) 
von 


W. A. COLLIER 
(Eingegangen am 15 Februar 1950). 


Aus der Praxis ist seit langem bekannt, dass Neugeborene auf 
eine Impfung mit nachgewiesenermassen guter Vaccine nicht gleich- 
massig reagieren. Es kommt nicht selten vor, dass die erste Impfung 
direkt nach der Geburt missgliickt, und dass erst die zweite und 
dritte _Impfung schliesslich zur Ausbildung von typischen Vaccine- 
eruptionen fiihrt. 

Dies spricht eindeutig fiir das Vorhandensein einer voriiberge- 
henden Hautimmunitat. Zur Beurteilung des Schutzes des Indivi- 
duums gegen Variola aber ist der Ausfall der Hautreaktion még- 
licherweise weniger geeignet als der Nachweis humoraler Antistoffe. 
Diese stellen jedenfalls die erste Verteidigungslinie gegen das durch 
die Luftwege eingedrungene Virus dar. Es war daher von Inte- 
resse festzustellen, ob das Neugeborene von der Mutter humorale 
Antistoffe mitbekommt. 

Von den bekannten Pockenantistoffen wurden die Antihaemag- 
glutinine gewahlt, da diese — wie schon FENNER und FENNER (9) 
bei Mausepocken nachwiesen — ein deutliches Zeichen von Immu- 
nitat sein diirften. Nach Vaccination kommt es zum Ansteigen dieser 
Antistoffe, die eine Zeit lang im Blut vorhanden sind und erst im 
Verlaufe des 2. Jahres bei etwa 1/, der Personen verschwinden. Da 
infolge der Pockenepidemie auf Java praktisch alle Miitter vor der 
Geburt geimpft waren, versprach die Untersuchung der Antihaemag- 
glutinine bei Mutter und Kind auf einfache Weise ein Bild von der 
transplacentaren Uebertragung der Antistoffe zu geben. Die Sera 
sind uns freundlicherweise durch Dr Liem TyAy TIE und Dr Yap 
Tyay Hone, Djakarta, Kinderklinik der Universitat, vermittelt, 
denen hier besonders gedankt sei. 


1) Mitteilung 9: Antonie van Leeuwenhoek 16, 79, 1950. 
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Als Virus diente Pulpa vom Karbouw, die nach 3 Tagen geerntet und bei 
—15° C. aufbewahrt war. Das Material wurde in einer Chalybaeus-Mihle fein 
gemahlen, danach im Moérser mit der 10-fachen Menge physiologischer 
Kochsalzlésung verrieben und hierauf ca. 10 Minuten bei 2000 Umdreh- 
ungen zentrifugiert. 

Das Blut stammte von Hiihnern der Java-Rasse. Die Suspension wurde 
auf 1,5 % eingestellt, sodass eine Endkonzentration von 0,5 % erreicht 
wurde. Diese starke Konzentration von Erythrocyten erméglichte ein sehr 
leichtes Ablesen. 

Als Verdiinnungsfliissigkeit diente 1% Pferdeserum in Kochsalzlésung 
mit Formolzusatz. Die Sera wurden bei —15°C. aufbewahrt und direkt 
vor Durchfiihrung der Reaktion inaktiviert. 

In einem Vorversuch wurde die einfache, eben noch agglutinierende Dosis 
des Karbouwen-Virus festgestellt, und als Arbeitsdosis wurde die doppelte 
agglutinierende Dosis gewahlt. Eine Reihe von Wassermannrohrchen von 
1 cm Durchmesser wurde mit je 0,25 ccm fallender Serumdosen beschickt. 
Die Verdiinnung wurde so gewahlt, dass nach Zufiigung aller Ingredienzien 
die Verdiinnung im ersten Réhrchen 1/10 betrug. In jedes Rohrchen kam 
hierauf 0,25 ccm der gefundenen doppelten agglutinierenden Virusdosis. Die 
R6éhrchen wurden gut durchgeschiittelt und auf die Dauer von 1 Stunde in 
den Thermostaten gestellt. Hierauf wurde je 0,25 ccm1,5 %iges Hihner- 
blut hinzugefiigt, wieder gut durchgeschiittelt und bei Zimmertemperatur 
(ca. 20°C.) bewahrt. 

Bereits nach 1 Stunde, besser noch nach 2—3 Stunden, kann abgelesen 
werden. Bei der Ablesung wird die Reaktion als negativ bezeichnet, wenn 
das am Boden liegende Blutdepot einen vollkommen scharfen Rand erkennen 
lasst, als positiv, wenn der Rand unregelmassig ist und darumhin noch 
Blutk6rperchen liegen. Der Titer der Antihaemagglutining liegt bei jener 
Serumverdiinnung, welche die Haemagglutination, welche durch die dop- 
pelt wirksame Dosis Vaccinevirus verursacht wird, volkommen 
hemmt. 


ERGEBNISS DER VERSUCHE. 


Zur Untersuchung kam Serum vom Nabelstrangblut von 465 
Babys und gleichzeitig das Serum der Mutter. Es zeigte sich sehr 
bald, dass bei einem Teil der Serumtiter der Mutter mit dem des 
Kindes tibereinstimmte. Als Uebereinstimmung wurde angenom- 
men, wenn beide Titer entweder véllig gleich waren oder doch nur 
um ein doppeltes von einander abwichen. Betrug also der Titer des 
miitterlichen Serums 1/80, so wurde nicht nur ein Titer des Kindes 
von 1/80, sondern auch von 1/40 bzw. 1/160 als gleich angenommen. 
Von einem héheren oder niedrigeren Titer kann man bei Verdiin- 
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nungsreihen erst dann sprechen, wenn ein Unterschied von min- 
destens dem Vierfachen vorliegt. 

Eine Uebereinstimmung zwischen Serum von Mutter und Kind 
fand sich in 258 von 465 Fallen, also in 55,5 wie 

In 16 Fallen war der Serumtiter des Kindes niedriger als der der 
Mutter, was einen Prozentsatz von 3,4 ausmacht. 

Demgegeniiber war in 191 Fallen der Serumtiter des Nabel- 
strangblutes deutlich hoher als der Serumtiter der Mutter, mitunter 
selbst im extremen Grade. Dies erweckte direkt den Eindruck, dass 
hier jedenfalls eine unspezifische Hemmung vorliegen musste. Es 
wurde angenommen, dass aus dem Nabelstrang beim Auspressen 
des Blutes irgendwelche Stoffe in das Blut iitbergegangen waren, auf 
die jene unspezifische Hemmung zuriickzufiihren war. 

Um zu untersuchen, ob in der Tat im Nabelstrang derartige 
Hemmungsstoffe vorhanden waren, wurden mehrere frische Nabel- 
strange fein gemahlen und mit der vierfachen Menge physiologi- 
scher Kochsalzlésung extrahiert. Von diesem Extract wurden je 
0,25 ccm in fallenden Verdiinnungen je mit 0,25 ccm der doppelten 
eben agglutinierenden Virusdosis gemengt und 1 Stunde lang bei 
37° C. gebunden. Hierzu kam sodann je 0,25 ccm 1,5°%ige Hiihner- 
blutsuspension. Nach 2—3 Stunden wurde abgelesen, und es ergab 
sich, dass in der Tat durch Nabelstrangextract die Virus-Haemag- 
glutination stark gehemmt wurde. 

Es handelte sich nunmehr noch darum, diese unspezifische Wir- 
kung auszuschalten, sodass im Nabelstrangserum allein die spezi- 
fischen Antihaemagglutinine zuriickblieben. In den Vorversuchen 
hatte sich ergeben, dass eine Extraction bei 4° C. zur Darstellung 
des Extractes geeigneter war als eine Extraction bei héherer Tem- 
peratur. Dies wies auf eine gewisse Thermolabilitat der hemmenden 
Stoffe hin. Aus diesem Grunde wurde Nabelstrangextract je 15 
Minuten lang auf verschiedene Temperaturen erwarmt und hierauf 
im Hemmungsversuch untersucht. Das Ergebnis ist in Tabelle 1 
zusammengefasst. 

Aus der Tabelle ergibt sich, dass die staérkste Hemmung bei dem 
nativen, bei 4° C. aufbewahrtem Extract zu finden ist. Die Tempe- 
ratur von 56° C. schwacht geringfiigig ab, aber schon die Tempe- 
ratur von 63° C. zerstért innerhalb von 15 Minuten vollkommen die 
unspezifischen Hemmungsstoffe. 

Es war also zu erwarten, dass auch im Nabelstrangblut diese 
Stoffe durch Erwarmen auf 63° C. vernichtet wiirden, sodass nur 
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die spezifischen Antistoffe zuriickblieben. Bei einer Anzahl von 
Serumparen wurde nun ein Teil des Serums auf 56° C. und ein 
anderer Teil auf 63° C. erwarmt. Mit fallenden Verdiinnungen dieser 
Seren wurde gleichzeitig die Hemmung der Pocken-Haemaggluti- 
nation untersucht. Ein Musterbeispiel findet sich in Tabelle 2 
zusammengestellt. Es zeigt sich hierbei, dass das miitterliche Serum 
durch Erwarmen auf 63° C. keine Titerveranderung aufweist. Das 
Serum des Kindes dagegen, das nach Erwarmen auf 56° C. einen 
Titer von 1/2560 aufweist, zeigt nach Erwarmen auf 63° €. einen 
Titer von 1/40, was mit dem miitterlichen Titer iibereinstimmt. Ein 
Erwarmen auf 63° C. zerstért also die unspezifischen Hemmungs- 
stoffe im Nabelstrangblut, lasst aber die Antihaemagglutinine un- 
verandert. 

Von den 191 Nabelstrang-Blutmustern mit héherem Titer als 
im Blut der Mutter konnten 35 nicht nach dieser Methode unter- 
sucht werden, da kein Serum mehr vorhanden war. Die anderen 
Seren wurden auf 63° C. erwarmt und erneut auf Antihaemagglu- 
tinine untersucht. In 4 Fallen kam es wohl zu einer Senkung des 
Titers, aber das Nabelstrangblut reagierte doch noch héher als das 
Blut der Mutter. In einem Fall wurde der Titer des Nabelstrang- 
blutes niedriger als der Titer des miitterlichen Blutes. In 151 
Fallen aber zeigte sich, dass nunmehr der Titer der Mutter mit dem 
des Babys iibereinstimmte. 

Werden jetzt alle verwertbaren Versuche zusammengefasst, so 
kommen 33 Serumpaare zu verfallen, da nicht geniigend Nabel- 
strangblut mehr vorhanden war. Somit verbleiben 430 Falle. Hierzu 
kommen noch 89 Sera, die nur nach Erwarmen auf 63° C. unter- 
sucht waren, im Ganzen also 519. Diese verteilen sich folgender- 
massen: 


495 Falle: Titer von Mutter = Titer des Babys = 95 % 
18 Falle: Titer von Mutter > Titer des Babys = 4% 
6 Falle: Titer von Mutter < Titer des Babys= 1% 


Im urspriinglichen Plan dieser Untersuchung war vorgesehen, die 
Neugeborenen einige Zeit nach Vaccination erneut auf Antihaemag- 
glutinine zu untersuchen. Leider konnte dies vorlaufig nur in 
wenigen Fallen geschehen. Von den wenigen Fallen, seien hier 
einige Beispiele gegeben. 

No. 726: Mutter Titer > 1/10. Baby 1.8: Titer 1/640. Nach 15’ 
63° C. = 1/20. Nach Impfung, 23.8: Titer 1/1280. 
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No. 873: Mutter Titer 1/10. Baby 30.8: Titer 1/20. Nach Impfung 
5.9: Titer 1/160. 

No. 777: Mutter Titer 1/320. Baby 9.8: Titer 1/80 (also kleiner 
als Titer der Mutter). Nach Impfung 20.8: Titer 1/160; 20.9: Titer 
1/640. 

In diesen Fallen kam es einige Zeit nach der Impfung zu einer 
deutlichen Titersteigerung. 


BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE UND LITERATUR. 


Aus den oben geschilderten Befunden ergibt sich eindeutig, dass 
von der Mutter auf transplacentarem Wege humorale Antistoffe auf 
das Kind iibergehen. Es ist also anzunehmen, dass das Kind bei 
der Geburt eine gewisse passive Immunitat besitzt, die sich gegen- 
iiber Vaccination und wohl auch teilweise gegen Infektion mit 
Variola aussern kann. Hieriiber liegen verschiedene Beobach- 
tungen vor. 


a) Uebergang der Immunitat von der erkrankten Mutter auf das 
Kind. 


Kinder von Miittern, die kurz vor der Graviditaét Variola tiberstanden 
haben, erwiesen sich nach BucHNER und LEREBOULLET (zit. n. (3)) als 
immun gegen Vaccination. Das gleiche ist nach Wo LFF (28) der Fall bei 
Kindern, deren Mutter wahrend der Graviditat Pocken durchgemacht hatten. 
Diesen Beobachtungen stehen naturgemass Einzelfalle gegeniiber, bei denen 
von einer derartigen iibergehenden Immunitat nichts zu sehen ist. Nach 
TELLEGEN (zit. n. (3)) wurde von zwei Miittern, die im 8. bzw. 9. Monat 
gegen Pocken geimpft waren, beide Kinder mit bestehendem Pockenexan- 
them geboren. Hier kam es also nicht zu einem Uebergang der Immunitat 
von der Mutter auf das Kind. Die gleiche Beobachtung wurde auch wahrend 
der Pockenepidemie auf Java gemacht, wo nach den Beobachtungen von 
Smit (pers. Mitteilung) eine anscheinend gesunde geimpfte Mutter ein pocken- 
krankes Kind zur Welt brachte, das am folgenden Tage starb. In diesen 
Fallen hatte die aktive Immunitat der Mutter wohl ausgereicht, diese selbst 
zwar nicht vor der Infektion wohl aber gegen das Manifestwerden der 
Variola zu schiitzen. Das rein passiv geschiitzte Kind war aber nicht im- 
stande das transplazentar eindringende Virus zu neutralisieren. 


b) Uebergang der Immunitat von der vaccinierten Mutter auf das 
Kind. 


Viel zahlreicher sind die Beobachtungen des Uebergehens der 
Immunitat von der vaccinierten Mutter auf das Kind. Meist handelt 
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es sich hierbei um die Feststellung von Hautimmunitat. Sehr viel 
kommt es hierbei auf die Virulenz des benutzten Impfstoffes an, 
die in friiheren Zeiten manchmal zu wiinschen iibrig liess. So soll 
eine Immunisierung der Kinder auf transplacentarem Wege durch 
die wahrend der Graviditat vaccinierte Mutter nach Gast (1870, 
zit. n. (3)) und BEHM (1882, zit. n. (3)) und BEcLERE, CHAMBRON, 
MENARD und CouLoms (zit. n. (8)) zwar vorkommen kénnen, soll 
aber selten sein. Demgegeniiber stellte BURGKARDT (1879, zit. n. (3)) 
fest, dass Kinder von Miittern, die wahrend der Graviditat geimpft 
waren, gegen eine Vaccination kurze Zeit nach der Geburt immun 
waren. WOLFF (28) impfte 23 Neugeborene im Alter von 1—2 
Tagen. Bei allen Kindern entwickelten sich typische Primarreak- 
tionen bei ungestérten Allgemeinbefinden. Weiterhin vaccinierte 
Wo trF 17 Gravidas 6,8 und 12—78 Tage vor der Niederkunft und 
wies bei allen Kindern bei unmittelbarer Impfung nach der Geburt 
stets einen positiven Impferfolg nach. Nach KIRsTEIN (16) ist jedes 
neugeborene Kind impfbar. In 4dhnlicher Weise dusserte sich 
ABLASS (1). WICKENSACK (26) impfte 50 gravide Frauen in der 
zweiten Halfte der Schwangerschaft und fand bei der Impfung der 
Neugeborenen, dass nur 2 gegen eine Vaccination bei der Geburt 
immun waren. Hierher gehéren auch die Beobachtungen wahrend 
der Pockenepidemie 1949 auf Java, wo nach PaTTauH (pers. Mit- 
teilung) und POERWOSOEWARDJO (pers. Mitteilung) im Preanger bei 
der Impfung der Neugeborenen schatzungsweise 95 % positiv 
reagierten. Nach persénlicher Mitteilung von LiEM Tjay TIE 
reagierten in der Kinderklinik der Universitat in Djakarta von 675 
geimpften Neugeborenen 499 positiv, was ungefahr 74% aus 
macht. Hierbei handelt es sich um klinisch kontrollierte Falle. 

Diese Beobachtungen sprechen in keiner Weise gegen eine Ueber- 
tragung von Antistoffen durch die Placenta. Eine erfolgreiche 
Impfung der Neugeborenen beweist allein, dass keine sehr kraftige 
Haut immunitat besteht. Deren-Vorhandensein oder Fehlen ist 
fiir den wirklichen Schutz des Individuums gegen Pocken nach 
Ansicht von CoLLiER, DE CLOE-ENKLAAR und GEIGER-KOEDIJK (5) 
und CoLiieR und MEIJER (6) aber méglicherweise von geringerer 
Bedeutung als die humorale Immunitat. Eine schwache Hautimmu- 
nitat kann durch einen hochvirulenten Impfstoff leicht durch- 
brochen werden. 

Andere Autoren finden, dass bei einem Teil der Kinder, deren 
Miitter wahrend der Graviditat vacciniert waren, deutliche Immu- 
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nitat besteht. In diesem Sinne ausserte sich BURCKARDT (1879, 
zit. n. (3)). MERLE (zit. n. (3)) fand 15—20%% solcher Kinder 
immun. Spater wies Camus (zit. n. (3)) nach, dass dieser Immuni- 
tatszustand insbesondere wahrend der ersten 3 Monate deutlich 
ausgesprochen sein kann. Bei 300 Neugeborenen, deren Mutter 
zeitens der Graviditat geimpft worden waren tibertraf nach FRANZ 
und KuHNeErR (10) die Zahl der negativen Impfung bei Kindern 
erfolgreich geimpfter Miitter die bei Kindern erfolglos oder gar 
nicht geimpfter Miitter um 11,3 %. Nach MENSCHING (21) erwiesen 
sich 38,4 % Neugeborene als immun, deren Miitter wahrend der 
Graviditat geimpft worden waren. 

Nach DREYFuS-SEE (8) soll miitterliches und fetales Serum in 
vielen Fallen virulizide Antistoffe aufweisen. Auch sollen die Kinder 
haufig immun sein gegen Vaccination. In einigen Fallen waren zwar 
keine neutralisierenden Antistoffe nachweisbar, die Vaccination der 
Kinder war aber negativ, wahrend die der Mutter positiv ausfiel. 
LEsSNE und DreyYFuS-SEE (19) sehen dies als ein Zeichen einer 
lokalen Gewebsimmunitat an. 


Auch Tierversuche tiber die Frage der Immunitat von Neugeborenen 
liegen vor. Beim Kaninchen stellte Sato (25) fest, dass sich bei zwei Jungen 
eines immunisierten Weibchens eine deutliche Immunitat der Haut und der 
Cornea nachweisen liess. Das Serum der Jungen war aber nur schwach 
virulizid, schwacher als das der Mutter. Die Corneal-Immunitat war nach 
34 Monaten verschwunden, die Hautimmunitat aber noch nicht. Nach 
OunTAWARA (24) sind nach Impfung eines trachtigen Kaninchens die neuge- 
borenen Tiere immun. Dies wird als aktive Immunitaét angesprochen, doch 
soll auch eine geringfiigige passive Immunitaét vorhanden sein. Nach 
NELSON (23) soll die Uebertragung der Immunitat gegen Vaccine nicht durch 
die Placenta gehen, sondern jedenfalls durch das Colostrum iibermittelt 
werden. Im 2. Monat beginnt bei den Jungen ein Riickgang der Immunitat, 
die dann am Ende des 3. Monats vollkommen geschwunden ist. Nach 
ANDERSON (2) zeigen die Jungen von Kaninchen, die wahrend der Trachtig- 
keitsperiode vacciniert sind, 24 und 48 Stunden nach der Geburt neutrali- 
sierende Antistoffe, die bis zu-3 Wochen nachweisbar bleiben. Ebenso sind 
die Tiere von 24 Stunden bis zu 3 Wochen immun gegen Hautimpfung. 
Nach 3 Monaten finden sich keine Antistoffe mehr, und die Hautimpfung 
geht an. ANDERSON glaubt an eine transplacentare Uebertragung der Anti- 
stoffe. Bei Schafpocken soll Ricuet (zit.n. (3)) die Uebertragung der Im- 
munitat von der Mutter auf das Junge untersucht haben und 4—6 Wochen 
nach der Geburt noch deutlichen Schutz gefunden haben. 


c) Aktive Immunisierung bei Bestehen von passiver Immunitat. 


Verschiedentlich hat man sich die Frage vorgelegt, ob passiv immuni- 
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sierte Individuen bei Zufiihrung von Antigen aktive Immunitat erwerben 
oder nicht. Diese Frage ist eng verbunden mit dem Problem, ob sehr junge 
Individuen in analoger Weise wie Altere immunisierbar sind oder nicht, Vor 
einer Verwechslung beider ist eine gewisse Vorsicht geboten. Gegen be- 
stimmte Virus-Infektionen scheint ein sehr junges Individuum nicht nur 
resistent, sondern auch ausserstande zu sein, dagegen aktiv Antistoffe zu 
bilden. 

Bei Louping-ill iibertragt nach Witson (27) die immune Mutter mit dem 
Kolostrum grosse Mengen Antistoffe auf das Lamm. Wird dieses mit einer 
massigen Virusdosis infiziert (ca. 40.CCO M.I.D.) so ensteht keine aktive 
Immunitat, vielmehr ist nach 3 Monaten die Immunitat véllig geschwunden. 
Nach WILson solles sich hierbei darum handeln, dass die ganz ungewohnlich 
hohen Antistoffkonzentrationen die Produktion aktiver Antistoffe ver- 
hindern. Es ist aber auch méglich, hier an eine vollige Reaktionsunfahigkeit 
sehr junger Individuen gegen bestimmte Virusarten zu denken, umsomehr 
als auch bei anderen Viruskrankheiten analoge Beobachtungen vorliegen. 

So weist LE Rovux (18) darauf hin, dass man in Afrika die verschiedensten 
Rinderrassen und deren Kreuzungen in sehr jungem noch resistentem Zu- 
stande nicht gegen Rinderpest immunisieren kann, erst wenn sie Alter sind. 
Junge Fohlen sind immun gegen Pferdesterbe und kénnen dagegen nicht 
immunisiert werden, bis sie diese natiirliche Resistenz verloren haben. Es 
spielt hierbei keine Rolle, ob die Fohlen aus endemischen oder krankheits- 
freien Gebieten stammen, es kann sich also bestimmt um keine durch die 
Mutter iibertragene Immunitat handeln. Auch gegen Herzwasser ist ein 
neugeborenes Kalb immun, gleich ob es aus endemischen oder gesunden 
Gegenden stammt. Nach 3 Monaten geht diese Resistenz verloren und nun 
erst ist eine aktive Immunisierung mdglich. 

Gegeniiber dieser vollkommenen Reaktionsunfahigkeit stehen aber Falle, 
dass sehr junge Tiere hochempfanglich fiir Infektionen sind und dann auch 
imstande sind, bei Immunisierung gegen den betreffenden Erreger Antistoffe 
zu bilden, selbst wenn von der Mutter her noch eine passive Immunitat vor- 
handen ist. Bei der Panleukamie der Katzen zeigte sich, dass Stadtkatzen 
niemals befallen wurden, wahrend Landkatzen in jedem Alter beim Ueber- 
bringen in die Stadt sicher erkranken. Nach Hammon (13) bekommen die 
jungen Katzchen, die in der Stadt geboren werden, wo das Virus allgeger.- 
wartig ist, von der Mutter her eine bestimmt Basisimmunitat mit, die durch 
standige, mild und latent verlaufende frische Infektionen aktiv verstarkt 
wird. Wir haben hier also eine etnsetzende _Immunitat, noch wahrend die 
passive Immunitat vorhanden ist. 

Ausfiihrlich wurden die Verhaltnisse beim MM-Virus untersucht, gegen 
welches nach CurLEY und Gorpon (7) die passive Immunitat placentar 
tibertragen werden kann, besser aber nach GoRDON und CURLEY (12) durch 
die Milch. Hierdurch entsteht im ersten Lebensmonat eine hohe Immunitat 
gegen Infektion. Spater aber erweisen sich diese Tiere als empfanglich, da 
jedenfalls das eingefiihrte Virus durch die grosse Menge Antistoffe unwirk- 
sam gemacht wird, sodass sich keine aktive Immunitat entwickelt. Direct 
nach dem Entwohnen sinkt die passive Immunitat, und eine nunmehr er- 
folgte Infektion setzt jedenfalls eine latente Erkrankung, sodass diece Tiere 
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sich spater als immun erweisen. Der Grad der passiven Immunitat ist also 
von Bedeutung fiir eine gleichzeitig erfolgende aktive Immunisierung. 


Dass bei Kindern, die von der Mutter eine passive _Immunitat 
gegen Pocken iibertragen bekommen haben, bei der Vaccination 
sich doch eine aktive Immunitat entwickelt, sieht man schon aus 
der grossen Anzahl von Impferfolgen. Eine Hyperimmunierung ist 
hier also méglich. 

Aber auch beim Nichtaufkommen der Impfung ist die Vacci- 
nation nicht als tiberfliissig anzusehen. Bei Revaccinationsversuchen 
haben COLLIER und VAN THIEL (1949) nachgewiesen, dass es bei 
Personen, die einen niedrigen Titer von Antihaemagglutininen 
haben, in jedem Fall zu einer Steigerung dieser Antistoffe kommt, 
ganz unabhangig davon, ob eine immediate, accelerated oder 
primare Reaktion sich entwickelt. In weiteren Versuchen konnten 
COLLIER und SCHONFELD (ined.) dies bestatigen. Es zeigt sich hier 
also eine eindeutige Bestatigung der alten Idee von KELocu, dass 
auch eine selbst negative Impfreaktion niemals eine tiberflissige 
Geste darstellt. 

Einen weiteren Beweis gegen Ueberfliissigkeit einer negativen 
Impfung fiihren DE LAVERGNE und CHAUCHOIS (17) an. Sie weisen 
darauf hin, dass bei einer Anzahl von Personen nach Revaccination 
eine vortibergehende positive Wassermann-Reaktion auftreten 
kann, gleichgiiltig wie die Reaktion auf die Impfung auch ausfallen 
mag. Sie schliessen daraus, dass auch bei negativer lokaler Reaktion 
im Anschluss an die Vaccination sich im Kérper bestimmte biolo- 
gische Vorgange abspielen miissen. 


d) Impfung von Neugeborenen. 


Wenn auch eindeutig nachgewiesen werden konnte, dass von der 
vaccinierten Mutter humorale Antistoffe transplacentar auf das 
Kind tibergehen, so ist doch in Epidemiezeiten die Impfung von 
Neugeborenen unbedingt nétig. Bei Benutzung starker Impfstoffe 
kommt es haufig zu einem positiven Impferfolg, aber auch bei 
negativer Reaktion ist mit der Méglichkeit zu rechnen, dass es zu 
einer Steigerung der Antistoffe kommt. Bei negativem Ausfall 
wird die Impfung wiederholt, bis ein positives Ergebnis erzielt 
wird. 

Schon 1889 impfte WoLrFF (28) Neugeborene und stellte fest, dass 
ihr Allgemeinbefinden in keiner Weise beeinflusst wurde. IMMER- 
MANN (14) empfahl bei bestehender Epidemie so schnell wie méglich 


Haemagglutination durch Pockenvirus. 10. 95 


alle ungeimpften Kinder zu vaccinieren und auch die Neugeborenen 
einer ,,Notimpfung’’ zu unterziehen. First (11)) wies darauf hin, 
dass Neugeborene in der ersten Lebenswoche auf die Vaccination 
So gut wie garnicht fieberten. Fiir die Impfung von Neugeborenen 
bei drohender Pockengefahr treten auch Brass (4), JOCHMANN ( 15); 
FRANZ und KunHNER (10) und in jiingster Zeit Lrem Tyay Tre (20) 
ein. Alle Autoren stimmen darin tiberein, dass eine Schadigung der 
Neugeborenen durch die Impfung nicht stattfindet. Aus der gross- 
angelegten Impfkampagne auf Java liegen auch keinerlei Berichte 
vor, dass Neugeborene infolge der Vaccination erkrankt sein sollen. 


Zusammenfassung. 


Im Nabelstrangblut finden sich Stoffe, welche die Haemagglu- 
tination durch Vaccinevirus hemmen. Durch Erwarmen auf 63° C. 
werden die Stoffe nach 15 Minuten zerstort. 

Bei der Untersuchung von 519 Seren vom Nabelstrangblut und 
von der Mutter auf Antihaemagglutinine gegen Vaccinevirus zeigte 
sich, dass in 495 Fallen der Titer des Nabelstrangserums mit dem 
Titer des miitterlichen Serums iibereinstimmte, was 95 °% aus- 
macht. In 17 Fallen war der Serumtiter der Mutter hoher als der 
des Neugeborenen, was 4 % entspricht. In 4 Fallen war der Titer 
der Mutter niedriger, was | % ergibt. 

Haemagglutinine gehen transplacentar von der Mutter auf das 
Kind iber. 

Daeine passiveImmunitdat stets von kurzer 
Dauer ist muss wahrend einer Pockenepide- 
mie jedes Kind bei der Geburt vacciniert 


werden. 
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DIE POCKENSCHNELLDIAGNOSE NACH TIECHE 


von 


M. KAISER 
(Eingegangen am 10 April 1950). 


Fur im Weltverkehr stehende Lander muB eine Schnelldiagnose 
der Pocken von gréBtem Wert sein. Jeder im Sanitatsdienst ste- 
hende Beamte weiB es wie peinlich das Warten auf eine Diagnose 
ist; fiir jeden Arzt im Hafendienst, auch fiir jeden Schiffarzt muB 
€s von unschatzbarer Bedeutung sein, ein Mittel zur Hand zu 
haben, das ihm mit nahezu absoluter Sicherheit, friiher als andere 
biologische Methoden, eine Diagnose auf Pocken zu stellen ermég- 
licht. 

Ich méchte die Gastfreundschaft einer auslandischen Zeitschrift 
nicht tibermassig in Anspruch nehmen, ich will daher méglichst 
kurz, aber wie ich hoffe, auch méglichst eindeutig zu dem eben in 
Rede stehenden Problem Stellung nehmen, wobei ich eine bereits 
in der Versenkung verschwundene Methode wieder zu Ehren 
bringen méchte, die ich von ihrem Urheber, dem leider zu fritih 
verstorbenen Prof. TIECHE in Ziirich selbst gelernt habe. TIECHE (2) 
hat bekanntlich verschiedene Aufsadtze tiber die von ihm in zahl- 
reichen Fallen mit ausgezeichnetem Erfolg ausprobierte Allergie- 
probe ver6ffentlicht. 

Kurz gesagt beruht diese Probe darauf, daB TIECHE seine Haut 
durch sehr haufige Impfungen mit dem Pockenimpfstoff hochaller- 
gisch gemacht hat, so daB er’ schon 2 Stunden nach Einimpfung 
von Vaccina — und was in diesem Falle dasselbe ist — mit Variola- 
material mit einer deutlichen Rétung reagierte. Er priifte Material 
von variolaverdachtigen Fallen, das ihm die Sanitatsbehérden zu- 
wiesen und konnte in der erwahnten kurzen Zeit eine Diagnose 
abgeben, ob ein Fall als Variola zu werten war oder nicht. Vor 
Verimpfung des verdachtigen Materials pflegte er es entweder 
durch Behandlung mit Trockeneis, mit Aether oder auch durch 


Erhitzen auf 50—80° C. unschadlich zu machen. 
7 
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Diese wohl etwas unsichere Vorbehandlung diskreditierte das 
Verfahren leider in der Fachwelt; es darf daher wohl nicht Wunder 
nehmen, daB es abgelehnt wurde, weil Niemand das Risiko einer 
allfalligen Infektion mit irgend welchen pathogenen Keimen itiber- 
nehmen wollte. So geriet das Verfahren in Vergessenheit, und selbst 
in einem so ausgezeichneten Buche wie es das Handbuch von VAN 
RoovEN und RHODES (1) ist, vermisst man auf S. 296 die Allergie- 
probe, und wird in kritischen Fallen auf die Flockungs- und Kom- 
plementbindungsreaktion verwiesen. Beide beanspruchen aber 
12—24 Stunden, der Paulsche Test 48—72 Stunden, die Eikultur 
4—10 Tage. Der Befund von Paschenkérperchen kann zwar in 
1/2 Stunde erhoben werden, aber es ist das ein mikroskopischer, 
der nicht in allen Fallen geniigend sicher und eindeutig ist. 

Einige Falle, unter denen sich auch ein sanitatspolizeilich wich- 
tiger befand, gaben- Veranlassung die Probe neuerlich auf ihre 
Brauchbarkeit zu priifen. Vorerst war es absolut notwendig, die 
Verimpfung gefahrlos zu gestalten, nachdem einmal eine hochaller- 
gische Person ausfindig gemacht worden war, die sich fiir derartige 
Proben zur Verfiigung stellte. 

Der heute getibte Vorgang ist folgender: Das mit einem scharfen 
Loffel an einer weniger empfindlichen Stelle entnommene Material 
des verdachtigen Falles wird in einem sterilen kleinen Glasmérser 
gewogen, feinst verrieben und dann mit der etwa 5—10 fachen 
Menge von 70 % Glycerin weiter verrieben, bis eine mog- 
lichst gleichmassige Aufschwemmung erzielt ist 1). Dann wird eine 
etwa 2 mm starke Kapillare (bei uns sind es Lymphekapillaren) in 
einen Gummischlauch gesteckt und die Aufschwemmung in diese 
Kapillare aufgesaugt, so daB sie in ihrer Mitte eine 1—2 cm lange 
Saule der Aufschwemmung enthalt. Dann wird die Kapillare an 
beiden Enden abgeschmolzen und auf 5 Minuten in sie- 
dendes Wasser eingelegt. Zur Kontrolle wird auch eine 
Probe mit normaler Handelsschutzpockenlymphe und eine solche 
von 70 % Glycerin in gleicher Weise behandelt. 

Nun erfolgt die Impfung auf der mit Ather oder Alkohol gerei- 
nigten Beugeseite des Unterarmes und zwar so, daB méglichst 
gleichmassig 2+;3 Striche von 5 mm Lange in einer Entfernung 
von | cm von einander durch einen Tropfen des zu 
priifenden Materials mit einer normalen Impflanzette angelegt 


1) Aus Sicherheitsgrunden kann man der Aufschwemmung noch einen 
Tropfen 2% Carbol zusetzen ohne dass die Reaktion leidet. 
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werden. Proximal erfolgt die Impfung mit der Handelslymphe, 
2 cm tiefer (distal) mit Glycerin und am distalsten mit dem sus- 
pekten Material. Die Impfung hat so zu erfolgen, daB die Epidermis 
bis zum Stratum reticulare durchtrennt wird, was an dem Auf- 
scheinen winziger Blutpunkte zu erkennen ist. Man lasst den 
aufgetragenen Tropfen etwa fiinf Minuten auf die Impfstelle ein- 
wirken und trocknet ihn dann mit einer Gaze oder mit Filterpa- 
pier ab. 

Nun werden die Impfstellen Stunde fiir Stunde beobachtet. 
Kennt man seine eigene Allergie gegen Vaccine, so wei8 man es 
genau, wann die erste R6tung in Form einer Macula von etwa 
4—6 mm aufzutreten beginnt. Etwas spater konfluieren die zwei 
oder drei Maculae um den Pockenlympheimpfstrich, die Glycerin- 
kontrolle bleibt nach Abklingen der traumatischen Reaktion un- 
verandert, das zu priifende Material bleibt entweder negativ oder 
wird positiv, wenn es von einer Vaccina, Alastrim oder Variola 
stammt. In diesem Falle hat man einen Vergleich mit der Impf- 
stelle, in die man die Schutzpockenlymphe eingeimpft hat, was je 
nach dem allergischen Zustand der Testperson friiher oder spater 
moglich ist. 

Ich will hier nur zwei Falle anfiihren, von denen der eine hollan- 
discher Herkunft ist. Herrn Direktor Dr J. HEKMAN des Gemeente 
Ziekenhuis in Rotterdam verdanke ich aus dem Jahre 1929(!) 
einige Borken eines Pockenfalles. Sie lagen seither im Tiefkitihl- 
schrank bei —15° C. und wurden wie oben beschrieben behandelt. 

Die Verimpfung dieses vorbehandelten Borken mit 3 Strichen 
auf den Unterarm meines Assistenten Dr M., zeigte den auf der 
folgenden Uebersicht vermerkten Befund. Von links nach rechts: 
Tag der Impfung, Stunde (in Klammer Stunde p. vacc.), Impf- 
material und Impfstriche, in mm gemessen, Glycerin Kontrolle, 
suspektes Material (Tabelle I). 

Darnach ergab sich, daB bereits nach 5 Stunden die Reaktionen, 
die mit dem suspekten Material erzeugt wurden, starkere waren als 
die mit der normalen Dermolymphe erzielten. Nach dem Aussehen 
der Reaktion konnte man bei einiger Kenntnis des Ablaufes der- 
artiger Reaktionen schon in den ersten Stunden sehen, da sich 
diese Reaktion weiter entwickeln werde, was auch der Fall war, 
denn 28 Stunde p. vacc. war der Unterschied bereits ein sehr deut- 
licher, die zwei Reaktionen confluierten. Ein nicht gerade sehr 
gutes Bild (Fig. 1) zeigt diese Verhaltnisse. 
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TABELLE:L 


Allergiereaktion. 
Name: Dr M., Alter 38-J., geimpft am 5.1. 50 um 9h, rechter Unterarm, 


Alastrim. 
| a a I I I EE SS 


| Reaktionsh6fe in mm | 


Lymphe Glycerin Material aoe 
(oben) (mitte) (unten) 
5 i= & q a i=} o & 
¢ a ie = 
SS SES ESR A IS FS 
5.1. | 14h (5) ES mee Pg) too eee ae hi) ech By 
CAN ENS ee RS A pe eee a ee es 
6.1.| gh (24)| 4.5} —/45/ 1 |—] 1 15.5] —] 6 | stark juckend 
hen’ Sy — (454 1 | et 7|/— | ~8 | confluierend 
1gh (33) | 4.5} —|45| 0 |—|-0 |85|—]| 9 
BTR (264 4 ee! 4, DSO 8|— | 8 | juckend 
7.1.| 9b (48)| 3] —/|25|.0 |— |. 0 Sil nae 
21D 160) 12. BA = 2h 0 eee 0 eee Pes: 


Ein zweiter Fall stammt aus Indien, den ich auch mit einem 
Bild belegen kann. Einige Borken dieses Falles (Munuswamy) 
stammten vom 31. Mai 1948 aus dem B. Ward Infectious Disease 
Hospital Tondrapet in Madras. Sie wurden mir durch den Direktor 
des King Institutes in Saidapat Madras 15 iibermittelt, wie oben 
beschrieben behandelt, und auf meinen Unterarm verimpft. Nach- 
dem die Reaktion bereits nach 8 Stunden als positiv erkannt 
werden konnte, wurde sie 20 Stunden spater als sie besonders 
cchén in Erscheinung trat, fotografiert: proximal die Reaktion auf 
Einimpfung der Vaccine, Mitte die Glycerinkontrolle, unten das 
Variolaverdachtige Material (Fig. 2). 

Andere ahnliche Reaktionen, die im Mittel bei meinem der- 
zeitigen allergischen Verhalten (Ende Marz 1950) langstens in 
4 Stunden auftreten, haben wir in der letzten Zeit wiederholt ge- 
sehen, es waren aber Reaktionen auf vaccinaverdachti- 
ges Material, dasuns vonunserer Hautklinik 
Prof. ARZT zugewiesen wurde. 

Es fragt sich nun welche Fehldiagnosen gibt es? TIECHE hat sich 
natiirlich auch mit dieser Frage beschaftigen miissen und hat fest- 
gestellt, daB mit Varizellenmaterial eine Allergieprobe nicht zu er- 
zielen ist (Fig. 3). 
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Fig. 1. Oben normale Dermovaccine, Mitte Glycerin- 

kontrolle, Unten Alastrimborken Rotterdam Die drei 

Reaktionen rechts stammen von einer friiheren Prii- 
fung eines anderen Material. 
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Einen derartigen Fall, von dem Pusteldecken entnommen wur- 
den, bilde ich im Folgenden ab. Er betrifft einen aus Belgien zuge- 
reisten Schauspieler, der auf der Klinik Prof. ARzT nicht ganz sicher 
diagnostiziert werden konnte. Die Diagnose schwankte zwischen 
Variola und Varizellen. Die Verimpfung der vorbehandelten Pustel- 
decken auf meinem Unterarm ergab (dritte Reihe distal) eine ein- 
deutig negative Reaktion (Oben Vaccine, Mitte Glycerin). Der Fall 
erwies sich dann als Varizellen. 

Auch pyogenes Material gibt andere und spater auftretende 
papuldse Reaktionen, und auch die normale menschliche Haut ver- 
mag derartige Reaktionen nicht hervorzurufen. Es kommt somit 
nur die Differentialdiagnose zwischen Vaccina und Variola in Be- 
tracht, die beide positiv ausfallen miissen. Bei Vaccina wiirde es 
einer der seltenen Falle von Vaccina generalisata sein, der klinisch 
Schwierigkeiten machen kénnte, aber es wird wohl meist gelingen 
mit Hilfe klinischer und anamnestischer Hilfsmittel weitere An- 
haltspunkte zy gewinnen, um die zwei Krankheitsbilder ausein- 
ander halten zu kénnen. 

Gewisse Schwierigkeiten bereitet die Beschaffung von hochaller- 
gischen Personen. Nicht Jeder ist dazu geeignet. Manche Personen 
erwerben eine fiir die erwahnten praktischen Zwecke, ausreichende 
Allergie schon nach relativ wenigen Impfungen, andere erst nach 
vielen. Es darf das bei einer biologischen Reaktion nicht Wunder 
nehmen. Sie ist ebenso eine Fahigkeit, eine kérperliche Eignung, 
wie etwa die Tauglichkeit zum Athleten, zum Laufer, Schwimmer 
u. dgl. mehr. Als ich meine eigene Allergie zu priifen begann, war 
ich mit mindestens 200 Impfstrichen geimpft. Ich reagierte nach 
etwa 6 Stunden. Das war fiir praktische Zwecke zu spat. Ich impfte 
mich daher im Laufe von 114,—2 Monaten mit noch weiteren 100 
Impfstrichen mit einer durchschnittlichen Lymphe vom Titer 
10—20.000. Daraufhin reagierte ich bereits nach 4 Stunden. Diese 
Reaktionsfahigkeit halt sich seither (seit September 1949) auf 
dieser Hiéhe, doch habe ich den Eindruck, daB sie noch besser wird. 

Es gibt Individuen, die ,,Pseudoreaktionen” liefern, papulése 
Efflorescenzen, die ich bereits erwahnt habe und zweifellosauch Indi- 
viduen, die in gewissen Verhaltnissen anergisch sind. So konnteich das 
bei meinem eigenen Sohn (22 Jahre) beobachten, der mit Tuberkulin 
getestet wurde, positiv war und 2 mal hinter einander in Interval- 
len von 8 Tagen gegen die bei mehreren Personen vorgenommene 
positive Vaccine-Allergiepriifung vollkommen refractar blieb. 
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Fiir praktische Zwecke méchte ich eine Empfehlung, die bereits 
von TIECHE ausgegangen ist, weitergeben. 

In Infektionsspitalern, in Gesundheitsamtern, sollte immer eine 
entsprechend allergische Person vorratig sein, die im Falle ver- 
dachtiger-Erkrankungen durch Kutanimpfung zu Rate gezogen 
werden kann. Ich méchte noch empfehlen, auch Schiffsarzte, die in 
die Tropen fahren, zu allergisieren, sie kénnten gelegentlich sani- 
tatspolizeilich wertvolle Dienste leisten. 

Zusammenfassend darf ich sagen: 

1) Die Allergieprobe nach TIECHE ist ein wertvolles Mittel fiir eine 
rasche Diagnosestellung in Variolaverdachtigen Fallen. 

2) Die empfohlene Technik macht sie vollkommen gefahrlos. 

3) Fiir diese Zwecke geeignete Personen miissen durch entspre- 
chende Priifungen ausfindig gemacht werden. 

4) Es empfiehlt sich, derartige hoch reaktive Personen tiberall dort 
vorratig zu halten, wo man an einer raschen Variola-Diagnose 
interessiert ist. 
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ON SOME SPONTANEOUS INFECTIONS 
OBSERVED IN MICE 


I. C. kutscheri and C. pseudo-tuberculosis 
by 


HENDRIK L. WOLFF 
(Received May 7, 1950). 


Murine pseudo-tuberculosis was described for the first time in 
1894 by KuTscHER (4). This disease is not caused by a Pasteurella 
but by a Corynebacterium. KUTSCHER already succeeded in isolating 
the pathogenic organism, which appeared to be confined to diseased 
animals. His observations were extended by the investigations 
of BoNnGERT (1). The latter gave a detailed description of the 
pathologico-anatomic deviations by which the disease is accompa- 
nied. Neither of these authors, however, was able to imitate the 
effect of the spontaneous infection by an artificial one. POLAx (5), 
in a paper published in 1944, was the first to report success of the 
artificial infection. He mixed large amounts of a Corynebacterium 
kutscheri with the food, and noted that the animals were taken ill. 
The anatomical symptoms proved to be identical with those des- 
cribed by BONGERT. 


In 1948 Prof. vAN THIEL noted the anatomical symptoms of 
this disease in the autopsy of mice that had died spontaneously. 
The material was handed to us for further study. It appeared that 
the anatomical symptoms fully agreed with those described by 
BonGERT. Beside the rather solid foci in the lungs there were small 
abscesses in the liver and in the spleen. From all the organs investi- 
gated by us, and also from the blood, cultures of C. kutscheri could 
be obtained. It. appeared moreover that the mice were infected 
also. with a second pathogenic organism, viz., Salmonella 
enteritidis (6). 
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In general aspect C. kutschert is very similar to C. diphtheriae; 
the rods, however, are, as a rule, somewhat shorter and stouter. 
The rather striking arrangement in figures that remind one of 
chinese characters, was observed in our cultures too. The volutin 
grains stain well with NEISSER’s method. In the slides made accor- 
ding to Burr the rods appear to be straight; their outline is smooth 
and shows no incision. 


In the first instance the isolation is most easily effected by means 
of a culture medium containing blood. We used for this intent 
agar plates containing meat extract and 20 per cent sheep blood, 
but the organisms could also be grown on ordinary meat-extract 
agar, in which case the incubation took twice twenty-four hours. 
The cultivation on LOFFLER’s blood serum offered no advantages; 
the growth we observed, was neither faster nor more profuse. 
In the liquid media a membrane is formed; afterwards a flocculous 
precipitate appears at the bottom of the tube. Fermentation tests 
undertaken with our strains, which were obtained from various 
epidemics, lead.to the following results: 


Saccharose: no splitting Indole formation: negative 
Mannitol: production of acid; no gas Dextrose: production of acid; no gas 
Lactose: no splitting Milk: no acid, not curdled 


Maltose: production of acid; no gas Gelatin: not liquefied. 


The filtrates of the liquid culture media proved to be strongly 
toxic to mice. When a filtrate (Chamberland L2) of a five days 
old culture on meat extract was diluted to one thousandth of its 
orginal strength, a dose of 0.1 ml injected either subcutaneously 
or intraperitoneally proved sufficient to kill a mouse with a body 
weight of circ. 18 grams. The post-mortem revealed diffuse haem- 
orrhages accompanied by necrosis. These haemorrhages were found 
_ iva.in the joints, under the skin, in the kidneysand in the peritoneum. 
The heart was sometimes found to be dilated. Injections with diph- 
theria antitoxin did not prevent these toxic effects in our ex- 
periments. 


Our attempts to infect mice with pseudo-tuberculosis by means 
of the method applied successfully by Polak wiz., by the mixing 
of a culture with the food, were not crowned with success, but we 
reached our aim in the following way. 
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Healthy mice with a body weight of circ. 18 grams were narcotized 
with ether, and subsequently injected via the nose with 0.05 ml of 
a suspension of C. kutschert that contained 200.000 germs per 
cubic millimeter. The pathological deviations appearing, as a 
consequence of this treatment in the lungs, proved to agree entirely 
with those we had seen in cases of spontaneous infection; there 
were however, no foci in the liver or in the spleen. Animals that 
lived in the same cage but were not artificially infected, did ap- 
parently not contract the disease, and when a number of untreated 
mice on a sunday devoured a comrade that had died of pseudo- 
tuberculosis, this cannibalism did not lead to disastrous results. 


Several investigators have pointed out that the infection of 
rodents with diphtheroids is only apt to succeed when the resistance 
of the animals has been weakened. As weakening influences have 
been mentioned, shortness or an inadequate composition of the 
food and similar causes (3). We are of the opinion that the dis- 
crepancy between our own results and those of POLAK may be 
ascribed to such a differenee in the general condition of our test 
animals. POLAK’s investigations were carried out at a time in which 
food was everywhere very scarce (1942-1943). 


The question rose in what way the disease may have spread 
among our mice, which, in our conviction, were efficiently fed. 
The mice that died because of the infection with C. kutschenr, did 
contain, as I have mentioned already C. kutschert but also a Sal- 
monella (viz., S. enteritidis). This suggested to us the possibility 
that this additional infection may have paved the way for the 
pseudo-tuberculosis outbreak. 


In order to test the value of this hypothesis, we brought 3 mice 
that had internasally been infected with C. kutschert, together 
with 3 mice of which we knew that they contained Salmonella 
enteritidis (6). One of the latter, indeed, contracted pseudo-tuber- 
culosis and died of this disease. The two other ones showed no 
other symptoms of the disease than those that were to be expected 
on account of the Salmonella infection. This experiment was repeated 
a few times so that in the end a total of 17 mice had been exposed 
to the possibility of a contact infection. Of these 17 mice, 5 contrac- 
ted pseudo-tuberculosis and died of the latter; a 6th mouse we killed 
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because it took ill, and this one too showed the pathologico-ana- 
tomic symptoms that are characteristic for an infection with C. 
kutschert. 


In another cage we had 5 mice that suffered from an infection 
with Proteus morgant. The food of these mice was mixed with a 
culture of C. kutschert with the result that 2 of the 5 mice died 
of pseudo-tuberculosis. 


In both sets of experiments it proved possible to isolate from the 
dead mice not only C. kutschert but also the organism that was 
responsible for the original infection, viz., either Salmonella or 
Proteus. 


As a result of these experiments we come to the conclusion 
1. that murine pseudo-tuberculosis is due to Corynebacterium 
kutschert, and 
2. that the infection probably requires the presence of a weakened 
condition. 
The latter may be due: a. to an infection with a Salmonella or 
with Proteus morgam, and b. to deficient food. 


My colleague, PAEZIE, provided me with a number of mice suffer- 
ing from polyarthritis. Some of them died within a few days, whereas 
others recovered, but retained stiff joints. These symptoms have 
already been described by Fiscut (2), who succeeded in isolating 
a Corynebacterium from the joints. The latter is in his opinion not 
identical with C. kutschert. 


We too succeeded in isolating diphtheroids from the diseased 
joints. Our organisms, however, proved to be in every respect 
identical withC. kutscheri obtained by means of our earlier isolations. 
The fermentation tests too lead to the same results. Subcutaneously 
injected suspensions of the new culture as well as of the old ones 
caused arthritis in the nearest joints. The exotoxins produced by 
the various cultures too were compared and found to be identical. 
Our experiments with animals led to the following results: 


A. The pathologico-anatomic deviations caused by the injections 
of the two cultures showed no differences whatever; 
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B. Mice that had recovered from the polyarthritis, proved to 
be immune against 50 L.D. of the C. kutscheri toxin; 


C. We succeeded in immunizing a number of mice with the 
C. kutschert toxin; these animals subsequently were found 
to be immune against the toxin from the other source too; 


D. We also succeeded in infecting mice by way of the nose 
with the Corynebacterium isolated from the diseased joints; 
these animals died with the typical symptoms of pseudo- 
tuberculosis. 


Experiments performed with caviae proved that there is a 
difference between Corynebacterium diphtheriae and C. kutschert. 
We did not succeed in preparing a potent antiserum against C. 
kutschert, and it seemed therefore useless to attempt a comparison 
of the toxins in vitro. 


The investigations on which we reported above, allow the 
following conclusions: 


Corynebacterium kutscheri causes in mice not only pseudo-tuber- 
culosis but also polyarthritis. A spontaneous development of pseudo- 
tuberculosis apparently requires a weakened condition of the mouse. 
Polyarthritis probably arises only when skin lesions allow the 
micro-organisms to penetrate into the body. The appearance of 
polyarthritis in a breed of mice is a warning for the presence of 
C. kutscheri. In an outbreak of pseudo-tuberculosis among our mice 
we will always have to look out for an influence by which the 
condition of the animals may have been weakened. 


Summary. 


Pseudo-tuberculosis and polyarthritis in mice are caused by 
one and the same micro-organism, viz., Corynebacterium kutschert. 
Experimentally pseudo-tuberculosis can be induced by intranasally 
injecting narcotized animals with drops of a suspension of C. kutsche- 
vi. The injection of such a suspension in the neighbourhood of a 
joint leads to an inflammation of the latter. The organism forms 
a potent exotoxin. Pseudo-tuberculosis does not show itself unless 
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the mice are for some reason or other in a weakened condition, 
é. g., on account of deficient food or by an infection with another 
pathogenic organism (e.g., with Salmonella enteritidis). 
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ON SOME SPONTANEOUS INFECTIONS 
OBSERVED IN MICE 


Il. The presence of Salmonella enteritidis (Gartner) in the peritoneal fluid 


by 


HENDRIK L. WOLFF 
(Received May 7, 1950). 


In the course of last summer part of the mice belonging to our 
laboratory stock became infected with Salmonella enteritidis 
(Gartner). In order to stop the spreading of this disease we felt 
that we ought to work out a method that would enable us to recog- 
nize the infected mice in a simple and reliable way. 


As we knew already from the literature, the chance that a single 
bacteriological investigation of the faeces would suffice to give us 
the desired information, is very small indeed (see e.g. DINGLE’s 
excellent review (1)). Even from excrements that are freshly dropped, 
Salmonella enteritidis can rarely be isolated. Our own attempts in 
this direction confirmed this. We used to this end not only Endo 
plates, but also Wilson-and-Blair, S.S. and desoxycholate-citrate 
(Leifson) agar-plates, and we experimented moreover with bile 
and selenite as selective agents. 


As it is known that Salmonella enteritidis may be present in the 
liver and the spleen, and occasionally in the kidney, we always 
drew these organs of our dead mice also into the sphere of our in- 
vestigation. We noted in the course of this study that we obtained 
better results by simply smearing the intact organs over the culture 
plate than by carefully inoculating the latter with material taken 
from the centre of the organs. 


We also considered the possibility that the bacteria might be 
present in the peritoneum. It is well-known that the mesenteric 
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glands often contain organisms belonging to the Salmonella group. 
ERBER (private communication; see also (2)) investigated the 
contents of these glands in pigs that were slaughtered in Batavia, 
and found in this way that nearly 100 per cent of the animals were 
infected by Salmonella paratyphi C. These findings suggest that 
paratyphus bacteria may be present in the adjoining tissue too. 
As it is extremely difficult to excise the mesenteric glands of mice, 
we used a simpler device, which consisted in drawing a platinum 
loop over the peritoneum. This method was always applied next to 
the more usual one used for the isolation of the bacteria from the 
faeces, the urine, the contents of the duodenum, spleen, liver, 
kidney and blood. Our results are brought together in Tables I 
and II, but before entering into a discussion of these data, we will 
first of all make a few remarks on our culture media. 


The primary intention of the modern culture media that are 
used in every well-equipped laboratory, is to favour in a culture 
which we expect to be more or less seriously contaminated with 
other organisms, the growth of the organism we are looking for. 
We should, however, not forget that they too exercise on the latter 
a noxious effect. When we expect that our original material does 
not contain more than one organism, it is then better to use the 
ordinary meat-extract agar plate. In our own case the use of selec- 
tive media was indicated only when we had to isolate the pathogenic 
organism from the faeces or from the contents of the duodenum, 
and then it appeared that the bismuth sulfite agar of Wilson and 
Blair gave slightly better.results than Endo plates. There is, of 
course, always a danger that the bacterial strain we are looking 
for, will be overgrown by other ones, but on a Wilson and Blair 
plate this risk is slighter, and we may therefore use a much larger 
amount of inoculation material. In the end, however, this culture 
medium was found somewhat disappointing, for in a number of 
cases in which the Endo plates gave positive results, the Wilson 
and Blair plates belied our expectation. For technical reasons we 
finally confined ourselves to the use of Endo plates. 


The total number of dead mice that were investigated by us, 
was 34. They were partly obtained from the infected cages, but 
there were among them also a number of mice from other sources 
that had not been in contact with our infected ones and that had 
died from other causes. 
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DABER aI: 


spleen, duodenum contents, liver and peritoneum scrapings of 26 mice 
(the 8 mice from which no bacteria could be isolated, have been omitted.) 


Results of our Salmonella enteritidis isolations from the blood, urine, kidney, faeces, 
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TABLE II. 
Number of successful isolations from 


Peritoneum | Liver | Duodenum | Spleen | Faeces |Kidney | Urine | Blood 


24 | 19 | 11 | 7 | 5 | 2 | 2 | 1 


Total number of mice from which the bacterium could be isolated, 
26. Number of mice in which the bacteria could be isolated from 
the peritoneum only: 7; from the liver: 1; from the liver and duode- 
num contents, but not from other parts: 1. 


The following data may serve for comparison. The number of 
times that the faeces and the peritoneal fluid were investigated, 
was in total 152; in 29 cases we succeeded in isolating the Gartner 
bacillus from the faeces, and if 78 cases from the peritoneal fluid. 
The investigation of the latter gave therefore much better results 
than that of the faeces. 


We suppose that Salmonella enteritidis is transported from the 
liver by means of the gall to the duodenum and from there via 
jejunum and ileum to the colon, but that it is on this way gradually 
overgrown by the ordinary intestinal flora. Our findings plead 
against the supposition that the mesenteric glands transmit bacteria 
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to the intestine, but we are unable to exclude entirely this possi- 
bility. 


In what way and when do the Salmonella reach the abdominal 
fluid? Above we have already suggested that they are derived 
from the mesenteric glands, and we will now turn our attention 
to the question whether this process takes place after the death 
of the animals or already at an earlier stage. For the answering of 
this question we have investigated the peritoneum of living mice 
by means of exploratory punctures. To this purpose we used a 
Pasteur pipet the end of which was drawn out into a capillary 
and broken off. We caught the neck of the mouse between thumb 
and index, pressing at the same time its tail between the little 
finger and the ball of the latter, and stretched the body cautiously. 
With the other hand we introduced the pipet into the abdominal 
cavity. Care must, of course, be taken not to touch the liver, the 
spleen or the bladder. When the abdomen is too much stretched, 
there is a serious risk of damaging the intestine. By means of this 
very simple procedure it was quite easy to collect 0.1 ml of fluid. 


During a period of 7 weeks we have regularly and simultaneously 
investigated the blood, the faeces, the urine, and the peritoneal 
fluid of 9 male mice. The latter had 3 months previously been in- 
fected spontaneously, and had lived from that time on in the same 
cage. In the latter part of the period before we began our investi- 
gation, none of the mice in this cage had died. The cultures were 
made on Endo plates. The results are given in Table III. 


Mouse number VIII died on the Ist of November. Salmonella 
enteritidis was isolated as well from the various internal organs 
as from scrapings of the peritoneum. Here too we were struck by 
the fact that from the latter a larger number of colonies were 
obtained and that these colonies consisted exclusively of Gartner 
bacilli, whereas from the other organs very few colonies of the 
latter were obtained and a very large number of other organisms. 
This mouse had probably been dead for some hours before the 
investigation was begun. 


Our finding that Salmonella entiritis could be isolated from the 
peritoneal fluid of living and apparently healthy mice, came to 
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us as a surprise. Table III shows moreover that the mice with 
Gartner bacilli in their peritoneal fluid did not die in the course 
of the investigation. 


On the 15th of November the mice were killed by a blow on the 
head. Subsequently every two hours a scraping was taken from 
the peritoneum by means of a loop and the material obtained in 
this way was tested for the presence of bacteria of the Salmonella 
group (cf. Table IV). 


TABLE IV. 


Isolations of S. enteritides from the peritoneum of 8 mice on different 
times after they were killed. 


Number of Mouse: | I | iat | LIT | IV | Vv | VI | vit* | TX 
Immediately -- — + = — = == = 
after 2 hours — — + a = aL a ae 
after 4 hours = == he ae = =f — 4. 
after 6 hours — — + ie a= ak == ae 


* Note on number VIT. On this plate a fungus showed itself, which appeared 
to possess in a large measure the faculty to inhibit the growth of 
Salmonella enteritidis. 


Results similar to those with Salmonella enteritidis were obtained 
with another organism. A set of ten mice that had spontaneously 
died in another laboratory, were investigated by us in the way 
described above, but this time the organism isolated by us proved 
to be Morgan’s bacillus (Proteus morgani), which behaves in culture 
such as it is usual for the members of the Proteus group. It is held 
responsible for a murine septicaemia that shows a similar syndrome 
as a salmonellosis. 


It appears therefore that it is possible to isolate bacteria be- 
longing to the paratyphus group from the abdominal cavity of 
mice no matter whether the latter are living or dead. This method 
recommends itself by its simplicity, and should be applied every 
time when mice die without apparent cause. 


It is perhaps not superfluous to add here that the autopsy of 
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mice that have died of paratyphus, does not always give clear 
indications of this disease. Sometimes we find typical foci in the 
liver and in the spleen, but this is not always the case, and the 
section may, moreover, indicate another cause of death, by which 
the part played by the Salmonella infection is obscured. 


Conclusion. 


The data given in the Tables I to IV clearly prove that the 
isolation from the peritoneal fluid produces better results than that 
from any other source. It nevertheless deserves recommendation 
to include in our post-mortem assay the liver too, because in this 
way a greater certainty will be obtained. 


We are unable to answer the question whether the Gartner 
bacilli that are found in or on the peritoneum, are derived from the 
mesenteric glands, but the fact that bacteria are present in the 
abdominal cavity of apparently healthy animals, is certainly note- 
worthy. It seems to us that the death of the host too exercises an 
influence on the number of individuals of Salmonella enteritidis 
that are found in the abdominal cavity. A period of two hours 
seems too short to explain a considerable multiplication of the 
bacteria in the latter, but an explanation might perhaps be found 
in an active secretion. 


Our method may also prove useful for estimating the antibac- 
terial action exercised by various preparations on members of 
this group of organisms. 


Summary. 


A simple method was described by means of which Salmonella 
infections can be detected in living as well as in dead mice. The 
isolation from the abdominal fluid of the living animal and from 
smears of the contents of the abdominal cavity in a dead one, pro- 
duced very favourable results. The latter were compared with 
those obtained by the isolation from various organs and animal 
substances. 


The propitious outcome of our experiments suggested the possi- 
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bility to use our method of isolation to test the antibacterial 
activity of various preparations. 


References. 


1. J. Diner, The Biology of the Laboratory Mouse. The Blakiston Cy., 
Philadelphia 1941, p. 380. — 2. A. CLARENBURG, H. H. VINK en W. HuISMAN, 
Tijdschrift voor Diergeneeskunde 74, 127, 1949. 


(Institut de Bactériologie de l'Université de Liége). 


RAPPORTS ENTRE COLICINES ET BACTERIO- 
PHAGES DU GROUPE T. 1 — T. 7 


par 


P. FREDERICQ?*) et A. GRATIA 
(Regu le 25 Avril 1950). 


GRATIA en 1925 et 1932(8) a montré qu’une certaine souche 
d’E. coli, désignée coli V, produisait une substance antibiotique 
spécifique, le principe V, inhibant la croissance d’une autre E. coli, 
dite coli gy. Ce phénoméne présentait certaines ressemblances avec 
la bactériophagie, aussi GRATIA a-t-il longuement étudié le paral- 
lélisme existant entre le pouvoir lysogéne du coli Lisbonne et le 
pouvoir toxigéne du coli V a l’égard du coli g. I] conclut que cette 
ressemblance est cependant plus apparente que réelle puisque le 
principe V, contrairement au bactériophage, est thermostable, 
traverse la cellophane et n’est pas transmissible en série et que, 
de plus, des variants résistant au principe V restent sensibles au 
bactériophage du coli Lisbonne et vice-versa. 

Or, il existe de nombreux bactériophages différant de celui 
produit par le coli lysogéne Lisbonne et, d’autre part, des recher- 
ches récentes (2, 3, 4, 7) nous ont montré que des souches antibio- 
tiques sont assez fréquentes parmi les Entérobactériacées mais 
qu’elles n’agissent pas toutes d’une maniere identique a celle du 
coli V. Elles produisent, suivant la souche antibiotique considérée, 
au moins 17 substances antibiotiques différentes, 17 colicines 
suivant le terme que nous avons proposé (9) pour désigner ce 
groupe de substances. 

I] était dés lors intéressant de rechercher si les différences obser- 
vées entre bactériophage du coli Lisbonne et colicine V se retrou- 
vaient pour tous les bactériophages et toutes les colicines. Nous 
avons constaté non seulement que certaines colicines sont, comme 
les bactériophages, thermolabiles et ne traversent pas la cellophane 
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(10) mais encore que des mutants résistant a certaines colicines 
sont aussi résistant a certains bactériophages (4), ce qui a été 
confirmé par BorRDET (1). 

Des recherches ultérieures (6) nous ont montré que cette résis- 
tance croisée a certaines colicines et a certains bactériophages ne 
résulte pas de mutations associées accidentellement, mais qu’il 
s’'agit d’une régle générale traduisant une parenté, sinon l’identité 
de récepteurs intervenant dans l’antibiose et la bactériophagie. En 
effet, la résistance de diverses souches sensibles, produite vis-a-vis 
de nombreuses souches antibiotiques et bactériophages différents 
est en général indépendante et spécifique de chaque colicine ou 
bactériophage considéré, sauf dans le cas de la colicine E et d’un 
groupe de bactériophages désigné II d’une part, et de la colicine 
K et d’un autre groupe de bactériophages désigné III d’autre 
part (5). 

Dans le monde entier, on concentre actuellement les recherches 
sur 7 bactériophages désignés T. 1 — T. 7 et actifs sur une méme 
souche héte E. coli B. Nous allons dans cette note étudier comment 
se comportent les phages T. 1—T. 7 et la souche E. coli B vis-a-vis 
des colicines. 

Voyons tout d’abord si la résistance a certaines colicines s’accom- 
pagne de résistance a l’un ou l'autre des bactériophages du groupe T. 

Recherchons Il’action des phages T. 1—T. 7 sur la souche mére 
Sh. sonnet E. 90 et 8 mutants dérivés successivement de cette 
souche-mére puis l’un de l’autre et sélectionnés, le premier par la 
colicine V, le deuxiéme par la colicine E, puis successivement par 
les colicines J, K, B, D, S2 et S1. Les phages T. 1 et T. 5 ne lysent 
ni la souche-mére ni aucun des mutants et ne se prétent donc pas 
a cette recherche. Par contre, les phages T. 2, T. 3, T. 4, T. 6 et T. 7 
sont actifs sur la souche-mére. Ils conservent une action identique 
sur les 7 premiers mutants, sauf le phage T. 6 qui perd toute action 
a partir du 4¢me mutant (sélectionné par la colicine K) et se com- 
porte donc comme les bactériophages du groupe III précédemment 
identifiés. Le 8e et dernier mutant de la série est résistant 4 tous 
les bactériophages; il s’agit cependant d’une résistance non spéci- 
fique die vraisemblablement au caractére muqueux de sa crois- 
sance. 

La résistance croisée a la colicine K et au bactériophage T. 6 
a été vérifiée pour d’autres mutants de Sh. sonnet E. 90, qu'il 
s’agisse de mutants sélectionnés par l’action de différentes souches 
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productrices de colicine K, par différents bactériophages du groupe 
III ou par le bactériophage T. 6. Par contre, les mutants résistants, 
sélectionnés par d’autres bactériophages ou d’autres colicines res- 
tent sensibles a la fois a la colicine K et au bactériophage T. 6. 

La souche E. coli B qui sert a régénérer les bactériophages 
T. 1—T. 7 est sensible 4 toutes les colicines que nous avons identi- 
fiées et se comporte a cet égard comme la souche E. coli y. Elle 
permet donc de vérifier l’association de la résistance a la colicine 
K et au bactériophage T. 6 et l’indépendance des résistances aux 
autres bactériophages du groupe T et aux autres colicines. En 
effet, nous avons constaté que des mutants résistants de la souche 
B, sélectionnés soit par l’action d’une souche productrice de colicine 
K, soit par un bactériophage du groupe III, soit par le bactério- 
phage T. 6 sont tous résistants a la fois a la colicine K et au bac- 
tériophage T. 6, tandis que les mutants résistants, sélectionnés 
par l’action de souches productrices d’autres colicines ou par les 
bactériophages T. 1, T. 2, T. 3, T. 4, T. 5 ou T. 7 conservent une 
sensibilité a la colicine K et au bactériophage T. 6 identique a celle 
de la souche mere. 

En conclusion, la résistance a différentes colicines et a l’un ou 
Vautre des bactériophages du groupe T. 1—T. 7 est, en régle 
générale, indépendante de la résistance aux autres colicines ou bac- 
tériophages, sauf dans le cas de la colicine K et du bactériophage 
T. 6. La résistance 4 la colicine K est en effet toujours liée a la 
résistance au bactériophage T. 6, non seulement chez la souche 
FE. coli B, mais aussi chez d’autres souches sensibles étudiées. 
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ABSTRACT. 


C. J. H. van pEN Broek, Onderzoek naar de bactericide werking van het 
palingroken. (A study on the bactericidal action of the eel smoking). 
N.V. van Gorcum & Lomp, Assen 1948. 


In this publication a full description is given of the procedure of eel 
smoking as it is done in Dutch fishing towns. 

The purpose of the research was to find out the right method of smoking 
to prevent an outbreak of paratyphoid epidemics which may occur in case 
of contamination of the harbour water with Salmonella paratyphus B. 

The results of the research obtained from temperature-time curves 
(“temperature area’’) and survival of bacteria after injection of a culture 
of E. coli are treated mathematically. The same is done for the loss of weight. 
Using these magnitudes it was easy to define two groups: “thorough” and 
“insufficient” smoking. A third group, ‘‘just sufficiently’’ is defined far less 
sharply. 

Means are given by which it is possible to prevent a typhoid or para- 
typhoid epidemic. 


Keel ave 


NUTRITION DE QUELQUES MYXOMYCETES EN 
CULTURES PURES ET ASSOCIEES ET LEURS 
PROPRIETES ANTIBIOTIQUES 


par 


JOHANNA C. SOBELS 
(Recu le 25 avril 1950). 


INTRODUCTION ET BIBLIOGRAPHIE. 


Un grand nombre de chercheurs, se sont spécialisés dans la culture des 
myxomycétes, dans le but de mieux comprendre la morphologie et la physio- 
logie de ce groupe trés curieux, situé a la limite des régnes végétal et animal. 

Les investigations des anciens auteurs n’ont pas conclu d’une facon nette 
le probléme de la nutrition des plasmodes. IIs se divisaient en deux groupes, 
les uns soutenaient que la nutrition se faisait exclusivement par phagocytose, 
les autres que c’étaient des phénoménes de diffusion qui en étaient respon- 
sables. Quelques uns de ces auteurs adoptaient les deux solutions. 

Pinoy (60, 61), le premier, a considéré le probléme de la nutrition des 
plasmodes (Acrasiales) sous son véritable aspect. Si Napson (54) avait 
envisagé une symbiose entre les plasmodes et les organismes associés natu- 
tellement, a Pinoy (61) revient le mérite d’avoir conclu 4 un parasitisme. 
Ce dernier auteur a obtenu des cultures pures mixtes de ses Acrasiales. 

RaPER (64), en 1937 avec Dictyostelium discoideum a obtenu des cultures 
pures en les nourrissant avec des bactéries tuées. Plus tard CoHEN (18) a 
obtenu des cultures pures de différents myxomycétes, en les nourrissant de 
Jevures tuées. Ni l’un ni l’autre de ces derniers auteurs ne sont arrivés a 
nourrir leurs cultures avec des extraits organiques. La découverte de RAPER 
et de CoHEN est capitale, en ce sens, que pour la premiére fois des myxo- 
mycétes étaient considérés comme saprophytes. 

Ces derniéres années, le probléme de la nutrition des plasmodes a fait 
l’objet de trés interessants mémoires qui en résument les différents aspects. 
Ainsi le travail que RAPER (64, 65) a consacré aux Acrasiales, et l’excellent 
résumé que MarTIN (52) en 1940 a donné de la littérature parue sur les 
myxomycétes. CoHEN (18, 19) a lui aussi donné une trés bonne bibliographie 
des problémes de culture et de nutrition des myxomycétes. 

Les recherches qui font l’objet de ce travail, ont trouvé leur origine dans 
l’article de CoHEN ci-dessus mentionné. Elles se sont étendues sur un trés 
grand nombre d’années, c’est pourquoi, nous désirons citer dans l’ordre 
chronologique, les laboratoires ou elles se sont poursuivies. Le cadre, l’esprit 
de ces différents laboratoires, la personnalité de leur chef respectif, ont, 
en effet, influencé notre travail d’une fagon prépondérante. 

Les premiéres: expériences ont été effectuées au mois de décembre 1940 
dans le laboratoire de Physiologie végétale de l'Université d’Etat 4 Utrecht, 
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sous la direction dé M. le Professeur V. J. KOoNIGSBERGER. Nous y avons 
réalisé des cultures associées de Licea flexuosa avec Torulopsis Laurentti, et 
des cultures pures du méme plasmode. 

Grace a l’aimable recommandation du Professeur JOHANNA WESTERDIJK, 
nous avons pu bénéficier d’une bourse de la Fondation CHRISTINE BUISMAN. 
Les recherches commencées 4 Utrecht ont été poursuivies a partir de juin 
1243 au laboratoire de Microbiologie de Delft sous l’éminente direction de 
M.le Professeur A. J. KLuyvER. Le Professeur KONINGSBERGER était déja, 
depuis longtemps retenu comme otage a St. Michels Gestel. 

C’est dans ce laboratoire, que nous avons, pour la premiére fois, obtenu 
des cultures pures en présence d’extraits organiques. Notre bourse se ter- 
minait a la fin de septembre 1943 et, a partir de cette date, jusqu’a septembre 
1244, nous ne piimes seulement nous rendre au laboratoire de Delft, que 
trois jours par semaine, M.le Professuer KLUYVER a favorisé notre séjour 
illégal dans son laboratoire, cela malgré les nombreux ennuis que notre 
situation vis-a-vis de l’occupant allemand pouvait lui amener. 

En septembre 1944, les faits de guerre qui ont suivi la bataille d’Arnhem, 
et notamment la gréve des cheminots, rendaient tout déplacement parti- 
culiérement difficile. Malgré Ia situation, nous avons pu, pendant l’hiver 
de famine 1944-1945, entretenir quelques cultures associées de Licea flexuosa 
au laboratoire de botanique d’Utrecht. Aprés la libération en mai 1945, 
nous avons aisément repiqué ces cultures qui se sont développées abon- 
damment. 

Aprés une fermeture de trois années, l’université d’Utrecht a ouvert a 
nouveau ses portes a un trés grand nombre d’étudiants. L’énorme travail 
d’enseignement qui a découlé de cette reprise d’activité ne nous a pas permis 
d’entretenir nos souches, comme nous l’aurions désiré et elles ont péri. 

En 1946, grace a une bourse de Gouvernement fran¢ais, nous avons pu 
nous rendre a Paris ow nous avons été recue au laboratoire de M.le Dr Dujar- 
RIC DE LA RIvIERE, chef de service. Le Docteur A. Lworr, chef du service 
de Physiologie microbienne a l'Institut Pasteur, nous conseilla d’étudier 
les facteurs de croissance chez les myxomycétes. 

Par la suite, en mars 1947, nous avons été accueillie au service de Physio- 
logie végétale et Mycologie de l'Institut Pasteur, service que dirige le Docteur 
J. E. Macrovu. Au début de notre séjour dans ce laboratoire, nous avons 
essayé sans succés d’obtenir des cultures pures prolongées de myxomycétes, 
et a cause de cet échec il ne nous a pas été possible d’étudier le probléme 
que nous avait proposé M. Lworr. 

En septembre 1947 le Gouvernement Frangais nous montra une confiance 
qui nous honore en nous accordant pendant neuf mois une prolongation 
de notre bourse. Nous avons mis ce temps 4a profit pour étudier les propriétés 
physiologiques des myxomycétes et en particulier les propriétés antibiotiques 
des substances libérées par les plasmodes. 

Aprés notre retour a Utrecht nous avons continué nos recherches sous 
la direction du Professeur JOHANNA WESTERDIJK. A la fin de 1948 nous 
avons obtenu des cultures pures de plasmodes de Badhamia utricularis. 
Ces plasmodes aisément repiquables sont conservés en culture pure sans 
interruption depuis cette date en présence d’une levure tuée. 
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CHAPITRE I. 
MATERIELS ET METHODES. 


1. MATERIEL VEGETAL. LISTE DES PLASMODES CULTIVES. 


a. La premiére partie de ce travail a été réalisée avec Licea 
flexuosa Pers., développé a partir d’un sclérote recueilli aux en- 
virons d’Utrecht le 17 oct. 1940 sur un Stereum purpureum désséché, 
La pigmentation du plasmode jaune-orangé se conservait quelles 
que fussent les conditions de culture. I] formait des plasmodiocarpes 
orange-foncé aussi bien en culture pure qu’en culture associée. Le 
plasmode est mort en juillet 1946 aprés 6 ans de culture. 

A partir de 1947 nous avons cultivé différents myxomycétes en 
partant de sclérotes ot. de plasmodes. 

b. Badhamia utricularis Berk. (souche jaune) recolté en nov. 
1946 dans la région de Hilversum (Pays Bas). Le plasmode de ce 
myxomycéte peut perdre sa pigmentation jaune dans des con- 
ditions déterminées et devenir complétement translucide. Cette 
souche a fructifié plusieurs fois en donnant des sporanges brun- 
foncé, nous n’avons pu la cultiver qu’en culture associée. 

c. Font. I et Font. III: deux plasmodes jaunes ont été récoltés 
en mars et juin 1947 en forét de Fontainebleau. Ils peuvent se 
fusionner et perdent également leur pigmentation jaune dans cer- 
taines circonstances. La souche Font. I a fructifié une fois, en 
donnant un sporange anormal, nous pensons qu'il s’agit d’une 
espéce de Fuligo. Seule la culture associ¢ée permet de conserver ces 
deux myxomycetes. 

d. Ceratiomyxa fruticulosa Macbr. récolté en juin 1947 en forét 
de Fontainebleau. Ce plasmode jaune se développe a l’intérieur de 
troncs d’arbres morts, en donnant de nombreuses fructifications 
blanches 4 la surface. Il a vécu en culture sauvage pendant un an 
et demi, fructifiant trois fois. 

e. Physarum confertum Macbr. développé a partir de myxamibes 
en aotit 1947. Il donna un plasmode tout d’abord blanc, qui 
devint par la suite de couleur jaune soufre. I] a fructifié plusieurs 
fois avec des sporanges brun-foncé. Nous l’avons aisément cultivé 
en culture associée. 

}. Fuligo septica Gmel. Nous devons ce myxomycéte a l’amabilité 
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de P. Nirzuwporp de Delft (janvier 1948). Nous cultivons ce plas- 
mode en culture associée avec Saccharomyces cerevisiae. Il est de 
couleur jaune et peut perdre sa pigmentation. 

g. Badhamia utricularis Berk. souche I et II. Ces 2 souches 
récoltées en 1947 4 Wageningen sont dues a l|’amabilité du Dr 
H. A. A. VAN DER LEK (mars 1948). Le plasmode de la souche I 
est jaune-orange. La souche II est un plasmode jaune-orange, 
provenant d’un sclérote orange-foncé. Ces 2 plasmodes qui sont 
capables de fusionner, gardent leur pigmentation quelles que soient 
les conditions de culture. I] est possible de les cultiver, soit en 
culture associée, soit en culture pure. Ils ont fructifié de nom- 
breuses fois; la couleur des sporanges est brun-foncé. La détermina- 
tion a été vérifiée par le Dr W. H. K. KarsTeEns de Leide. 

h. Fuligo septica Gmel. (souche isolée du tan). Plasmode jaune 
isolé en sept. 1948 du tan d’une tannerie de Oosteind (Oosterhout, 
Pays Bas) appartenant au ‘‘Firma P. DE JoNG’’. Ce plasmode se cul- 
tive en culture associée et peut perdre sa pigmentation. 


Les differentes déterminations ont été faites a l’aide de: “A 
Monograph of the Mycetozoa’’ de LIsTER (45). 


2. LISTE DES MICRO-ORGANISMES ASSOCIES AUX CULTURES DE 
PLASMODE. 


a, Micro-organismes isolés des traces laissées deriéres le plasmode. 


: Micro-organisme: Dates d’isolement: Plasmode: 
‘Torulopsis Laurentii mars 1942 Lucea flexuosa 
(Kufferath) Lodder 
Rhodotorula minuta novembre 1948 Badhamia utricularis (1) 
(Saito) Harrison 
Candida Scottii avril 1947 Plasmode orange indéterminé 
Diddens et Lodder 
Levure 4 janvier 1947 Badhamia utricularis (s. jaune) 
Bactérie Gram-positif Be 1947 idem 
Bactérie Gram-négatif ms 1947 idem 
Staphylocoque nF 1947 idem 
Diplocoque jaune 1947 idem 
Diplocoque créme A 1947 idem 
Sarcine ye 1947 idem 
Bactérie K.A. 6 novembre 1948 Fuligo septica (s. tan) 


b. Micro-organismes étrangers aux traces. 


Saccharomyces cerevisiae Hansen var. ellipsoideus (Hansen) Dekker 
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Saccharomyces cerevisiae Hansen 

Torulopsis neoformans (Sanfelice) Redaelli 
Gonocoque 

Escherichia coli (Migula) Castellani et Chalmers 
Staphylococcus aureus Rosenbach 


c. Propriétés spéciales de trois des levures associées. 


1. Torulopsis Laurentii. Cette levure de couleur rose-créme donne 
des colonies muqueuses, son optimum de température est relative- 
ment bas (16-18° C.). Elle convient parfaitement a la culture associée 
grace a sa croissance lente, a l’abondance des récoltes qu’ell> 
permet, et grace aussi au fait qu’elle ne fermente pas. 

2. Rhodotorula minuta. Cette levure rouge donne également des 
colonies muqueuses, elle convient trés bien aussi a la culture 
associée. 

3. Torulopsis neoformans. Cette levure jaune-créme se group2 
en colonies muqueuses. Elle ressemble beaucoup au 7. Laurentit, 
toutefois sa température optimum est plus élevée (37°C.). Elle 
donne de trés bons résultats en culture associée, mais son emploi 
courant est a rejeter, a cause de son grand pouvoir pathogéne 
(SEGRETAIN et DROUHET (72)). 

3. METHODES DE CULTURE. 

Les plasmodes sauvages récoltés dans la nature sont cultivés 
tout d’abord sur du papier filtre humide, quelquefois en présence 
de bois pourri. Aprés 2 jours, quand le plasmode s’est développé, 
on le repique en boite de Petri sur des plaques de gélose lavée. 
Pour les repiquages nous avons suivi presque exactement la méthode 
décrite par COHEN (18). 

L’ensemencement du plasmode est un peu différent de celui 
utilisé pour les champignons et les bactéries. Un fragment du plas- 
mode, d’environ 0,25-0,5 cm? est prélevé d’une partie dense du 
réseau du plasmode initial. La lisiére du plasmode fournit en général 
le meilleur inoculum. A l'aide d’une spatule le fragment est 
transporté stérilement sur le milieu neuf. Il est bon de prendre 
garde a ne pas Iéser gravement le plasmode et a ne pas le déposer 
sens dessus dessous sur le milieu. Aprés quelques heures il est aisé 
de voir le plasmode qavancer sur le nouveau milieu. 

La purification des plasmodes sauvages est relativement facile 
a obtenir si, toutefois, ces plasmodes sont suffisamment forts et 
capables d’un déplacement appréciable. Nous suivons pour cette 
purification la méthode préconis¢ée par COHEN (18) sous le nom de 
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“migration method’’. Cette méthode consiste simplement, en des 
repiquages successifs sur des milieux pauvres (gélose lavée, pH 6), 
jusqu’a ce qu’on ne trouve plus de micro-organismes dans les traces 
du plasmode. Au cours des manipulations de purification on prendra 
soin que le plasmode ne revienne pas sur ses propres traces ow il 
risquerait de rencontrer de nouveau les micro-organismes perdus. 
A chaque nouveau repiquage on effectue un contrdle microbiologi- 
que des traces du plasmode en extrait de malt a 6% (pH 6) et en 
eau peptonée a4 1% (pH 7). Lorsque ces contréles sont négatifs, 
on considére le plasmode comme pur. Arrivé a ce stade le plasmode 
est toujours affamé et on doit alors le repiquer sur gélose non lavée 
et le nourrir avec une suspension de micro-organismes vivants ou 
tués. On obtient dans le premier cas, une.culture associée, dans le 
second, une culture pure. Sur ces milieux, le plasmode, qui le plus 
souvent reprend sa vigueur premiere, mange en 2 ou 3 jours la 
totalité de la suspension de micro-organismes. 

A cété de cette méthode, COHEN en préconise une autre qu’il 
appelle ‘‘enrichment method’’. On donne dés l’abord au plasmode 
non purifié une suspension de micro-organismes vivants qui peuvent 
étre rapidement phagocytés par celui-la. On obtient alors une 
adaptation aux micro-organismes donnés en nourriture, de préféren- 
ce aux micro-organismes associés naturellement au plasmode. Aprés 
quelques repiquages sur méme milieu on posséde une culture pure- 
mixte dont on connait les partenaires. 

Pour l’obtention d’une culture pure, la “migration method”’ de 
COHEN ne convient pas a tous les plasmodes. Nous avons pour ces 
derniers mis au point une technique qui fait agir un mélange de 
pénicilline (10 U.O.) et de streptomycine (10 U.G.) dilué dans 10 cc 
d’eau bidistillée stérile. Aprés un certain nombre (4-5) de repiquages 
sur gélose lavée, le plasmode est débarrassé de toutes les levures 
et autres champignons. Nous versons alors sur la plaque qui porte 
la culture le mélange de pénicilline-streptomycine. Aprés un con- 
tact de 24 heures, ce liquide est enlevé, et le plasmode repiqué le 
jour suivant. Il est facile de constater la vitalité du plasmode avant 
le repiquage en observant son cheminement 4 la surface de la gélose. 
La pureté du myxomycete est vérifiée par une analyse bactériolo- 
gique de ses traces sur le substrat (SoBELS (85)). 


4. TECHNIQUE D’ETUDE DES ORGANISMES ASSOCIES. 
Les plasmodes sauvages sont entourés de nombreux micro- 
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organismes. Pour isoler ces germes, nous cultivons le plasmode sur 
gélose lavée, puis nous mettons en suspension un fragment des 
traces du plasmode, soit dans de I’eau stérile, soit dans de l’extrait 
de malt. Aprés un contréle de la densité de la suspension sous le 
microscope, nous procédons a une mise en culture d’une quantité 
plus ou moins grande de cette suspension, d’une part, en milieu acide 
(malt-gélosé), d’autre part, en milieu neutre (bouillon-glucose- 
gélosé). Les colonies obtenues sur ces milieux sont purifiées par les 
méthodes habituelles et conservées suivant leur type, soit sur malt 
gélosé, soit sur bouillon-gélosé. La morphologie des différents 
germes est étudiée sur des frottis colorés (Gram, bleu de méthyléne). 

Les différents germes isolés sont soumis a l’appréciation d’un 
plasmode en culture pure sur gélose lavée. Les germes que le plas- 
mode veut bien phagocyter sont ainsi sélectionés, comme capables 
de lui étre associés en culture-mixte. Parmi ces micro-organismes 
sélectionés, les plus aptes a la culture mixte sont ceux qui peuvent 
pousser sur gélose aux flocons d’avoine. C’est en effet sur ce milieu 
que sont réalisées toutes nos cultures associées. 


5. CONDITIONS DE CULTURE. 

La température optima de culture des plasmodes est voisine de 
25° C., toutefois, nous conseillons de les cultiver a une température 
inférieure. En effet, 4 cette température, le plasmode se développe 
trés rapidement et il nécessite des repiquages plus fréquents afin 
d’éviter son auto-intoxication, d’autre part l’épuisement du milieu 
est plus rapide. Nous avons remarqué que le comportement des 
différents plasmodes vis-a-vis de la température n’est pas exacte- 
ment semblable. Par exemple, les plasmodes pigmentés de jaune- 
orange poussent bien 4 une tempézature de 16 a 18°C., alors que 
les plasmodes jaunes demandent une température plus élevée 
(20-25° C.). 

En conséquence de ces observations, il nous a semblé convenable 
de cultiver nos plasmodes 4 une température voisine de 21° C., soit 
dans un local 4 température constante, soit plus simplement dans 
une armoire de laboratoire. De toutes fagons des températures 
inférieures 4 16°C. ou supérieures 4 25-30° C. sont a rejeter. 

Une forte lumiére améne la contraction du protoplasma des plas- 
modes, il convient donc de les cultiver en lumiére diffuse ou mieux 
encore a l’obscurité totale. 
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6. ESTIMATION DE LA CROISSANCE DES PLASMODES ET DE 
LEUR DEPLACEMENT. 


Sous la culture du plasmode, qui se fait toujours sur de la gélose 
translucide, nous plagons un carton millimétré qu’il est donc possible 
de lire par transparence. On peut ainsi déterminer la croissance 
du plasmode, exprimée en cm? de surface, en comptant les car- 
reaux qu’il recouvre. Pour estimer le déplacement, nous comptons 
le nombre de centimétres qui sépare le centre de l’inoculum de la 
lisiére du plasmode. On peut suivre jour aprés jour le déplacement, 
en marquant des traits de repére sur le verre des vases de culture. 


7. MILIEUX DE CULTURE. 
Les formules de milieux ci-dessous ont été pour la plupart em- 
pruntées 4 COHEN (18). 


belie: tidieom adtk-M2). 

Le malt frais provenant de la Brasserie ‘‘de Oranjeboom”’ et con- 
tenant de 12 4 15% de maltose (dosé au polarimétre) est autoclavé 
20 minutes 4 120°C. Il constitue une provision d’extrait de malt. 
Pour les milieux de culture, il convient de diluer cet extrait filtré, 
avec une ou deux parties d’eau bidistillée. Le liquide obtenu, trés 
souvent acide, est porté a pH 6 a l’aide d’une solution d’hydroxyde 
de potassium a 10%. Le pH est vérifié au papier indicateur univer- 
sel. Le milieu, réparti en vases de culture, est stérilisé par chauffage 
fractionné, la premiere fois 1 heure a 100°C., le lendemain 30 
minutes a 100° C. 

On peut obtenir de l’extrait de malt gélosé (M.G.) en ajoutant 
2,9% de gélose. Ce milieu peut étre stérilisé 20 minutes 4 120° C. 

Pendant notre séjour a Paris, nous avons utilisé du malt sec, 
purifié, 4 raison de 5 g pour 100 cc d’eau. 


2,Eau peptonée (E.P.). 

L’eau peptonée est une solution de 1% de peptone bactériologi- 
que et de 0,5% de NaCl dans de l’eau bidistillée. Ce liquide ajusté 
a pH 7 est autoclavé pendant 20 minutes a 120°C. 


3. Malt peptoné (M.P.). 

C’est de l’extrait de malt dilué avec deux parties d’eau, auquel 
on ajoute 1% de peptone bactériologique. Ce milieu destiné a la 
culture des bactéries est ajusté 4 pH 7 et stérilisé par chauffage 
fractionné. 
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4. Bouillon de viande (B). 


500 g de viande de boeuf ou de veau débarrassée de la graisse et 
des tendons sont hachés finement et maintenus 4 heures dans un 
litre d’eau bidistillée. On porte ce mélange A |’ébullition et on l’y 
laisse pendant 10 minutes. Aprés filtration sur un linge de toile, 
puis, aprés refroidissement, sur un filtre de papier mouillé, on 
ajuste le pH 4a 7. 

On procéde ensuite 4 un chauffage de 20 minutes 4 120°C., 
chauffage pendant lequel précipitent les phosphates alcalino- 
terreux. Le bouillon filtré sur papier est réparti en vases de culture 
et stérilisé pendant 20 minutes, mais seulement 4 115°C. 

Le méme bouillon peptoné et salé se prépare en ajoutant au 
liquide, avant alcalinisation, 1% de peptone et 0,5% de NaCl. 

En ajoutant 2% de gélose a ce bouillon, on obtient du bouillon 
de viande gélosé. 


5. Milieu a la gélose non lavée (G.nL.). 

A 25 g de gélose, on ajoute 650 a 700 cc d’eau de robinet et 350 
ou 300 cc de solution tampon (formule ci-dessous). Aprés fusion 
de la gélose, on vérifie si le pH est bien fixé a 6, si non on procéde 
a son réajustement. Le milieu est soigneusement filtré avant d’étre 
réparti, et il est stérilisé par un chauffage de 20 minutes a 120° C. 


6. Milieu 4 la gélose lavée (G.L.). 

30 g de gélose non granulée renfermés dans un morceau de gaze 
sont lavés a l’eau courante pendant 24h. Aprés essorage, le paquet 
de gélose est lavé a l’eau bidistillée que l’on renouvelle trois fois 
dans les 24 h. On essore de nouveau la gélose et on y ajoute 300 cc 
de solution tampon et de l'eau bidistillée jusqu’a concurrence d’un 
poids total de 1030 g. Il faut, en effet, tenir compte de l’eau retenue 
par la gélose au cours de son lavage. Aprés fusion de la gélose, le 
pH est vérifié et réajusté si il n’est pas fixé a 6. On filtre et on 
répartit avant de stériliser 20 minutes a 120°C. 


7. Milieu aux flocons d’avoine gélosés (F.A.). 

Dans un vase de culture (fiole d’Erlenmeyer de 100 cc ou tube 
de 25 mm de diamétre) on verse la valeur d’une demi cuiller a café 
de flocons d’avoine et 15 cc de milieu G.nL. dilué (3 parties de 
milieu pour 1 partie d’eau). On autoclave 30 minutes a 120°C. 
Seuls les tubes sont inclinés a leur sortie de l’autoclave. 
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8. Solution tampon. 


La solution tampon que nous utilisons est faite suivant la formule 
de Sérensen avec de l’eau bidistillée. Solution I: Na, HPO, . H,O 
selon Sérensen: 11,876 g/litre. Solution II: KH,PO, selon Sérensen: 
9,078 g/litre. 1 cc de la solution I ajouté a 9 cc de la solution II 
donnent un pH de 5,906. Plus tard, nous avons mélangé 1,5 cc de 
solution I et 8,5cc de solution II, obtenant un pH légérement 
supérieur a 6. Aprés stérilisation en présence de gélose, le pH tombe 


exactement a 6. 


350 cc de solution tampon nécessaires a l’obtention d’un litre 
de milieu gélosé correspondent a 0,0234 mol de phosphates. 


i. 


igeads 
Tube a centrifuga- 
tion stérile, fermé 
d’un couvercle de 
Capsenberg. Au 
fond le culot de 
levure; a mihauteur 
du tube un trait de 
repére indique un 
volume approxima- 
’ tif de 5 cm?. 


Oo Preparation de tarsus pens pou 
diewLey tl eis, 


Nous avons utilisé deux techniques légére- 
ment différentes pour cultiver les levures des- 
tinées aux suspensions. La premiére, pratiquée 
a Utrecht et a Delft, consiste a mettre la levure 
en culture dans 15 cc de milieu E.M. contenus 
dans un Erlenmeyer de 100 cc. Les flacons gardés 
a 20-25° C. sont agités mécaniquement. Aprés 
une semaine, la culture est abondamment dé- 
veloppée et peut étre arrétée. 

La seconde technique, pratiquée a Paris, 
consistait a cultiver la levure dans un vase 
cylindrique contenant 20 a 25 cc de milieu E.M. 
parcouru par un courant d’air stérile. Dans ce 
cas également, la culture était arrétée aprés une 
semaine. 

Les cultures ainsi obtenues sont lavées 2 ou 
3 fois a leau stérile par des centrifugations 
successives de 10 minutes chacune, dans des 
tubes dont le modéle spécial est décrit ci- 
dessous: 

Ce sont des tubes de verre d’une contenance 
de 15 cc étalonnés une fois pour toutes a des 
poids correspondants a environ 5 et 10 cc(Fig. 1). 
Les traits de repére ainsi marqués sur le verre 
des tubes évitent de les peser 4 chaque nouvelle 
opération. Ces tubes sont coiffés d’un couvercle 
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de Capsenberg, couvercle en aluminium muni intéricurement d’un 
ressort en acier bleuté destiné a enserrer le tube. Grace a ces 
tubes, les manipulations de centrifugation stérile sont facilitées. 


10. Extrait alcoolique de levure (E.A.L.). 


WASSINK (92) dans sa thése nomme cet extrait ’’Bios-extract’’. 
Nous avons, sur l’avis du Professeur KLUyVvER, modifié cette 
appellation en ’’Extrait alcoolique de levures’’ pour éviter toute 
confusion avec les facteurs de croissance du groupe ’’Bios’’. 

500 g de levure de boulanger fraiche, sont morcelés et mis en 
suspension dans 375 cc d’eau bidistillée. Cette suspension est portée 
dans un ballon rond de 2 litres et on y ajoute 900 cc d’alcool a 96° 
(96%). Ce mélange final correspond 4 1250 cc de suspension de 
levure dans l’alcool a 70° (70%). Cette suspension, chauffée au bain- 
marie électrique a 70° C. pendant deux ou trois heures, est filtrée 
puis évaporée sous vide a la température de 40° C. Le résidu est 
dilué jusqu’a 500 cc avec de l’eau bidistillée. L’extrait ainsi obtenu 
est réparti et stérilisé 20 minutes a 120°C. 1 cc de cet extrait 
correspond a 1 g de levure de boulanger. 

Nous avons montré expérimentalement la différence qui existe 
entre la qualité alimentaire des extraits alcooliques de levures de 
fabrications différentes. Aussi, il est a conseiller de fabriquer 4a la 
fois, une quantité aussi grande que possible d’E.A.L., pour obtenir 
des résultats comparables. 


Menuet oiysat de evure (A:L.)%: 

Un kilogramme de levure de boulanger fraiche, est soigneusement 
mélangé avec un litre d’eau bidistillée. Cette suspension est gardée 
24 heures au thermostat 4 50° C. puis portée a1’ébullition et filtrée. 
On ajoute au filtrat chaud environ 30 cc d’une solution normale de 
KOH. On obtient ainsi un pH voisin de 6 que I’on contrdéle par 
virement au jaune d’un indicateur au rouge de méthyle. Aprés une 
nouvelle ébullition et une nouvelle filtration, l’autolysat est réparti 
et stérilisé 20 minutes a 120° C. 


8. VERRERIE. 

1. Fioles d’Erlenmeyer (Jéna, Pyrex ou Sibor). Ces vases 
d’une contenance de 100 a 250 cc sont destinés a la culture associée 
_ des plasmodes sur milieu F.A. 


1) Recette du Laboratoire de Microbiologie de Delft. 
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2. Tubes de culture ordinaires pour culture de bac- 
téries, levures et champignons. 


3. Tubes de culture (longueur 200 mm, diamétre 25 mm) 
destinés aux cultures associées de plasmodes (milieu F.A.) et aux 
cultures pures avec des suspensions de levures stérilisées (milieux 
GaletsGie). 


4. Tubes de culture (longueur 180 mm, diamétre 27 mm). 
Ces tubes représentés a la figure 2, sont destinés a recevoir ure 


Fig. 2. 
Tube large, modéle du Laboratoire de Delft, permettant de couler le 
milieu en couche horizontale. 


couche horizontale de gélose d’une surface de 13,5 xX 2cm (10 cc 
de milieu). Ils sont utilisés pour réaliser des cultures pures de 
plasmodes. 


5. Tubes de centrifugation. Tubes coniques de 90) mm 
de long et de 15 mm de diamétre (Fig. 1). 


6. Pipettes. 

a. Pipettes Pasteur. Ce sont des tubes de verre de 
300 mm de long et de 6 mm de diamétre bouchés au coton et stérili- 
sés au four. Ces tubes sont étirés dans la flamme d’un chalumeau. 
On obtient ainsi deux pipettes Pasteur stériles. 

b. Pipettes graduées. Cespipettes, calibrées, d’un volu- 
me de | et de 5 cc, graduées en 1/,, de cc, sont bouchées au coton, 
puis individuellement pour chaque pipette leur pointe est intro- 
duite dans un tube de culture ordinaire dont le fond est garni de 
coton. Les tubes étant bouchés par du coton quientoure le corps de 
la pipette est stérilisé au four. 


7. Boites de Petri. Ces boites d’un diamétre de 10 ou 12 cm 
sont avant usage enveloppées de papier et stérilisées au four. 

Toute la verrerie est, avant l’emploi, stérilisée au four, 1 heure 
a 140°C. 
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’ CHAPITRE II. 


ISOLEMENT ET METHODE DE CULTURE DE 
LICEA FLEXUOSA. 


En novembre 1940, nous avons mis en culture aprés l’avoir 
humidifié, un sclérote orange de Licea flexuosa. Ce sclérote a donné 
Naissance a un plasmode jaune-foncé, dont les courants protoplas- 
miques sont rapides. Ce plasmode est entretenu sur différents 
milieux (G.nL., M.G. a 1%, F.A.). 

eux ou trois passages de ce plasmode sur gélose lavée ont suffi 
a le purifier. A partir de décembre 1940 nous possédions une culture 
pure de L. flexuosa que nous gardions sur milieu G.nL. en le nour- 
rissant de suspensions stérilisées de levure de boulanger ou de 
Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus. La culture pure de L. 
flexuosa a été perdue quelques mois aprés, heureusement nous 
avions gardé la culture sauvage entretenue pendant 1941 sur les 
milieux indiqués plus haut. 

Au cours de 1942, nous avons procédé a des cultures sauvages de 
L. flexuosa sur différents milieux et nous avons observé que le 
développement le plus intense s’obtenait lorsque ces milieux se 
trouvaient étre du M.G. (7% de maltose) ou du F.A. Nous avons 
pensé que ces milieux opéraient une sélection chez les micro- 
organismes associés au plasmode, supprimant, en partie, certaines 
bactéries, permettant au contraire la croissance d’organismes plus 
favorables au plasmode. A la suite de cette observation nous avons 
procédé a l’isolement systématique des micro-organismes poussant 
sur les traces du plasmode et isolé en particulier Torulopsis Laurentit. 
Le plasmode cultivé en culture associée avec cette seule levure 
se développait aussi abondamment que les cultures sauvages. 
Nous avons alors expérimenté concurremment I’action de suspen- 
sions vivantes et tuées des levures T. Laurentii et S. cerevisiae 
données comme nourriture au L. flexuosa. Les suspensions vivantes 
des deux levures sont également phagocytées et provoquent un bon 
développement des plasmodes. Par contre, seule la suspension de 
T. Laurentii tués provoque une croissance du plasmode, les S. cere- 
visiae tués ne sont pas digérés et ne conviennent pas a la nourriture 
du plasmode. 


136 Johanna C. Sobels, 


CHAPITRE III. 


CULTURES ASSOCIEES DE LICEA FLEXUOSA AVEC 
QUELQUES MICRO-ORGANISMES, SUR MILIEUX AU MALT 
GELOSE ET SUR MILIEU AU FLOCONS D’AVOINE (1942-45). 


Rocpe prencem ie 

En 1943, nous avons cultivé le plasmode de L. flexuosa sur 
M.G. (14% de maltose) en cultures associées d’une part avec 
T. Laurentii, d’autre part avec S. cerevisiae. Aprés 2 mois et demi 
de culture, le plasmode s’est contracté en un sclérote puis aprés 
avoir bruni est mort le troisiéme mois. Le plasmode cultivé avec 
T. Laurenti vivait encore apres 3 mois et demi. 


Ex pé rien cies2: 

L’expérience suivante comprenait des cultures associ€es de 
plasmodes de L. flexuosa avec du T. Laurenti sur, d’une part du 
milieu F.A., d’autre part sur milieu M.G. (6% de maltose). A la 
suite de cette expérience, nous avons noté les résultats suivants: 

a. Les colonies de T. Laurentii disparaissent, a la longue, com- 
plétement des traces du plasmode. Pourtant, les milieux de culture 
utilisés sont particuliérement favorables au développement de la 
levure. 

b. Sur milieu M.G., le plasmode se divise parfois en petits flocons 
et on observe sous ces flocons une lyse de la gélose. Aprés avoir 
lysé la gélose et atteint le verre du vase de culture, le plasmode 
se déplace et laisse un trou dans le milieu. Ce dernier fait a déja 
été observé par SKUPIENSKI (79) et par DALLEUX (21). 

c. D’une facon générale, les cultures qui, dés le début poussent 
tres abondamment, meurent plus rapidement que les cultures qui 
d’abord se développent lentement (cing semaines au lieu de trois 
mois). Nous pensons que ceci est di au fait que tout plasmode 
poussant abondamment laisse diffuser dans le milieu une substance 
toxique, résultat de son métabolisme, substance qui améne le 
dépérissement de la culture. 


Expérience. 3, 

L’expérience que nous décrivons ci-aprés comprenait des cul- 
tures de L. flexuosa associées avec T. Laurent sur milieu M.G. 
(7% de maltose). La surface de l’inoculum était de 0,25 cm?, il 
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Fig. 3. 
1. Culture associée du plasmode de L. flexuosa 
et de la levure T. Laurentit. 


Ensemencée le 31 aofit 1943 sur gélose 4 7% de malt. 
Agée de 10 jours. 

Le plasmode jaune-vif, qui s’est développé symétrique- 
ment a atteint un diamétre de 5 cm. 

A lintérieur une zéne de couleur créme de T. Laurentii 
qui s’est développé dans la trace du plasmode. 


2. La méme culture au bout de 16 jours. 


On observe 2 plasmodes. A la périphérie le plasmode 
jaune-vif, qui s’est développé asymétriquement et qui 
a atteint un diamétre de 9 cm. 

Au centre 4 partir du point d’ensemencement initial s’est 
développé un second plasmode jaune-vif d’un diamétre 
de 4 cm. 
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Fig. 4. 
Culture associée du plasmode de L. flexuosa 
et de levure T. Lauvrentii. 


Ensemencée le 30 juin 1943 sur gélose aux flocons 
d’avoine, pH 6. Agée de 15 jours. 

Le plasmode jaune-orange s’étale a la surface du flacon, 
donnant un réseau régulier de veines grosses et minces. 
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était prélevé sur une culture de 2 mois dont le plasmode compact, 
vélutineux était de couleur orange-vif. 

Si nous regardons les photographies de l’expérience (Fig. 3), nous 
constatons que le plasmode aprés 10 jours de culture (photo 1) 
s'est développé symétriquement a partir de l’inoculum et présente 
un anneau jaune de 0,75 cm de large et que le cercle ainsi décrit 
a un diamétre de 5 cm. A l’intérieur du cercle, dans les traces du 
plasmode, on voit le développement du Torulofsis. 

La photographie 2, montre la méme culture 6 jours plus tard. 
Le plasmode s’est développé en une éllipse de 9 cm de grand 
diamétre. Au centre, a partir du point d’ensemencement initial, 
s’est développé un second plasmode qui atteint un diamétre de 
4 cm. Le plasmode de cette culture a, aprés 1 mois et demi, formé, 
moitié sur le milieu, moitié sur le couvercle de la boite de Petri, 
un grand sclérote orange-foncé. Malgré qu’il ait fallu ouvrir la boite 
de Petri pour prendre les photographies, nous avons noté avec 
intérét l’absence de contaminations. Le développement du Toru- 
lopsis associé n’a seulement été entravé par la culture du plasmode 
que vers la fin de la culture, alors que, dans l’expérience décrite 
au début de ce chapitre, l’inhibition était immédiate. 

En cherchant a répéter cette derniére expérience, il nous a souvent 
été impossible d’obtenir de développement sur un milieu M.G. a 
7% de maltose, alors que en présence de 14% de maltose la crois- 
sance est toujours normale. Dans les cultures sur milieu M.G. a 
7% de maltose qu’il nous a, toutefois, été possible d’obtenir, nous 
avons observé un plasmode compact contrairement, au plasmode 
peu dense de la culture sur malt gélosé a 14% de maltose. 


Expérience 4. 

Un sclérote formé 4 partir d’une culture de plasmode sur 
flocons d’avoine, conservé sec dans le méme flacon était humidifié 
aprés 7 mois. Ce sclérote donnait alors naissance a un trés beau 
plasmode, aisément repiquable. Ce plasmode initial dépérissait au 
bout de quelques jours malgré qu’on ait essayé de le nourrir de 
Torulopsis vivant. Il mourut aprés 9 jours, probablement intoxiqué 
par les substances produites par la culture qui avait donné le 
sclérote. Par contre, les repiquages effectués se comportaient nor- 
malement. 

Un de ces repiquages est représenté a la Fig. 4. Nous voyons la, 
le plasmode agé de 2 semaines, au temps optimum de sa croissance. 
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Il est composé de veines réguliéres s’étalant sur les parois de verre 
de l’Erlenmeyer. II s’éloigne du substrat et des substances méta- 
boliques toxiques qui y sont contenues. I] est bon de choisir ce 
moment pour precéder au repiquage. 


EX pe Lieivaen J. 

Cette expérience a été réalisée en ensemencant sur milieu F.A. 
contenu dans un certain nombre de fioles, des fragments d’un 
piasmode de L. flexuosa associé avec T. Laurenti. Les repiquages 
ont commencé a pousser, mais aprés une semaine, la levure s’est 
développée d’une facon trés abondante, submergeant la culture du 
plasmode. Dans quelques fioles, le plasmode a pu, malgré cela, se 
maintenir et, environ 3 semaines aprés le début de la culture, il a 
soudain repris une croissance abondante, phagocytant les Torulopsis 
et couvrant rapidement la surface du milieu. Les cultures se sont 
ensuite comportées normalement. 

Derniérement, en 1949, nous avons observé le méme phénoméne 
avec Badhamia utricularis I et II. 


Experience, o. 

Nous avons souvent observé le fait que le plasmode pousse 
mal sur gélose aux flocons d’avoine. Par cette expérience, nous 
avons tenté d’ajouter des substances capables de stimuler la crois- 
sance du plasmode. Disons tout de suite, que, ni la surface de 
l’inoculum, ni l’acidification du milieu en cours de culture, ne sont 
responsables des différences de croissance observées. 

Des fragments de L. flexuosa en culture associée avec T. Lau- 
ventit, sont ensemencés sur 4 milieux différents: Un milieu aux 
flocons d’avoine gélosés (F.A.); le méme additionné de 1% d’auto- 
lysat de levure; milieu F.A. additionné de 5% d’extrait alcoolique 
de levure; milieu F.A. additionné de 10% du méme extrait. 

Si nous comparons tout d’abord les résultats obtenus sur milieu 
témoin (F.A.) et sur milieu additionné d’autolysat, nous ne notons 
pas de différences au cours de la premiére semaine, mais aprés 3 
semaines, le plasmode sur milieu additionné d’autolysat, se dé- 
veloppe abondamment, alors que le témoin se développe mal. Par 
contre la méme expérience répétée, n’a pas donné des résultats 
semblables, la végétation était la méme sur les deux milieux. 

Les différences observées, d’une part entre le témoin et le milieu 
F.A. + 5% d’extrait de levure et, d’autre part, entre le témoin 
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et le milieu F.A. + 10% de ce méme extrait, sont absolument 
comparables. L’addition d’extrait de levure stimule nettement la 
croissance des plasmodes, mais, de ce fait méme, améne une mort 
plus rapide par auto-intoxication. Dans des expériences semblables 
répétées plus tard, nous avons remarqué que le fait d’ajouter de 
‘extrait de levure (5 ou 10%) permettait un développement plus 
intense de la levure associée, et par 1a génait la croissance du plas- 
mode. C’est la raison qui, malgré 1’efficacité de ce facteur, nous a 
poussé a reprendre les cultures associées sur flocons d’avoine seuls 
(milieu F.A.). 


En conclusion de ces expériences, il est possible de noter en 
premier lieu, une trés grande facilité d’adaptation du plasmode en 
culture mixte pour les différents milieux qui lui sont fournis et en 
second lieu un comportement trés variable de cette méme culture 
mixte au cours de la répétition des expériences. Nous pensons que 
ces différences de comportement peuvent étre dues a un ou plusieurs 
des facteurs suivants: 1) changement des conditions physiologiques 
du seul plasmode de L. flexuosa; 2) modification des propriétés 
physiologiques de la levure associ¢e; 3) modification de la nature 
des échanges entre les deux partenaires. 

Du fait de ces observations, on comprendra que la répétition des 
expériences est souvent difficile si on ne prend garde d’ensemencer 
un trés grand nombre de fioles pour chacune des expériences. De 
plus il y aura toujours intérét a noter avec soin, au début de chaque 
expérience, les caractéres du plasmode qui doit servir a l’inoculation 
des milieux neufs. 


CHAPITRE IV. 


CULTURES PURES DE LICEA FLEXUOSA EN PRESENCE 
DE SUSPENSIONS AUTOCLAVEES DE LEVURES TUEES. 


A la suite des premiéres purifications de plasmodes réalisés. selon 
la méthode que nous indiquons au chapitre I, nous avons obtenu 
nos premiéres cultures pures et nous les gardions en boites de 
Petri. Toutefois, nous nous sommes aper¢u trés vite que ces boites. 
convenaient mal a de telles cultures, elles sont la cause de trés 
nombreuses infections. Nous avons ensuite adopté le tube large 
pour culture sur gélose inclinée et nous avons pu ainsi garder des 

10 
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cultures pures pendant plus d’un an (de juin 1943 a septembre 
1944). 


Hex Die tet Cele 


Nous avons cultivé une culture pure de plasmode de L. flexuosa 
sur milieu G.L. en la nourrissant, d’une part avec une suspension 
de T. Laurentit tuée, d’autre part, avec une suspension de S. cere- 
visiae tuée. Ces deux suspensions ont été tuées par un chauffage 
de 10 minutes a 100°C. 

Les résultats notés aprés une semaine de culture sont les suivants, 
croissance du plasmode cultivé avec la suspension de T. Laurent: 
5,5 cm2; déplacement: 14 cm (Fig. 5, photo 4 aprés 4 jours). Crois- 
sance du plasmode cultivé avec la suspension de S. cerevisiae: 
1,5 cm?; déplacement: 7,5 cm. La surface de l’inoculum de ces 2 
cultures était de 0,5 de cm?. 

Ces différents chiffres montrent une trés nette différence entre 
les croissances et les déplacements des plasmodes cultivés en pré- 
sence des suspensions tuées des 2 différentes levures. La suspension 
de T. Laurentii semble convenir parfaitement au plasmode alors. 
que la suspension de S. cerevisiae ne donne que des résultats trés 
médiocres. Nous avions observé d’autre part que lorsque l’on donne 
des suspensions de ces mémes levures vivantes, les résultats étaient 


Fig. 5. 
Culture pure de L. flexuosa. 
1. Ensemencée le 13 juillet 1943 sur gélose lavée, pH 6, avec une suspension de T. Laurentii: 
autoclavée 15 min. 4 110° C. Agée de 2 jours. 
Le plasmode se développe en formant une lisiére dense. 


2. Une autre culture sur le méme milieu au bott de 3 jours. 
Le plasmode a mangé totalement la suspension stérile de T. Laurentii, il se développe bien- 


3. Ensemencée le 13 juillet 1943 sur gélose lavée, pH 6, avec une suspension de T. Laurentit. 
tuée parmi chauffage de 10 min. a 100° C. Agée de 2 jours. 

Le plasmode mange toute la suspension de T. Laurentii tué, il se développe en formant. 
une lisiére dense. 


4, Ensemencée le 16 mars 1943 sur gélose lavée, pH 6, avec une suspension de T. Laurentit: 
tuée parmi chauffage de 10 min. a 100° C. Agée de 4 jours. 

Le plasmode a mangé presque totalement la suspension de T. Laurentii tué, il se développe 
bien. La surface est environ 5 cm?#/2, celle du plasmode ensemencé 1/. cm?. 


5. Ensemencée le 6 juillet 1943, sur gélose lavée, pH 6, avec une suspension de T. Laurentii. 
autoclavée 20 min. 4 120°C. Agée de 4 jours. 

Le plasmode a mangé partiellement la suspension de T. Laurentii autoclavée, il est incapable: 
de toute la manger. I] se développe mal. 


6. Ensemencée le 11 aoit 1943 sur gélose lavée, pH 6, avec une suspension contenant, 
d’une part, le T. Laurentii extrait par l’eau, d’autre part l’eau qui a servi A extraite ce 
Torulopsis. Agée de 2 jours. 

Le plasmode a mangé totalement la suspension, il se développe bien. La surface est 
environ 3 cm? 4/,. y 

Il s’est déplacé rapidement, 9 cm en 2 jours. 


Nutrition de quelques Myxomycétes. 143 


144 Johanna C. Sobels, 


‘Fig. 6. 
Culture pure de L. flexuosa. 


1, Ensemencée le 21 juin 1944 sur gélose lavée, pH 6, avec une suspension de T. Laurentii autoclavée 
ioe min, a 110°C, 
9 jours plus tard, quand le plasmode est affamé, il est nourri de nouveau avec une suspension de T. Lau- 
rentit autoclavée. 
Apres 1 heures */, la culture est photographiée. 
Le plasmode jaune-orange s’est concentré autour de la suspension de T. Laurentii. 
2. Ensemencée le 6 oct. 1943 sur gélose lavée, pH 6, additionnée de Bacto-peptone Difco 0,2 % et de 
glucose 0,5%. Agée de 2 jours. 
La nervation se compose d’un réseau de grosses veines espacées entre lesquelles on distingue un second 
réseau plus fin. : 
Le plasmode se développe bien, sa surface est de 3 cm? 2/., et celle de l’inoculum était d’ 1/,cm%, il s’est 
déplacée de 11 cm. 
3. La méme culture 4gée de 5 jours. 
Le plasmode s’est divisé en deux parties dont l’une se trouve entre la’ gélose et le verre, et l’autre a la 
surface de la gélose. 
Les surfaces respectives étaient de 5 cm2, ef de 2 cm? oi ° 
4, Ensemencée le 17 février 1944 sur gélose lavée, pH 6, additionnée de Bacto-peptone Difco 0,2 % et de 
tréhalose 0,5%. Agée de 4 jours. 
La nervation se compose d’un réseau régulier et fin. 
Le plasmode se développe bien, la surface est de 4 cm®, et celle de l’inoculum était d’ $ cm, il s’est 
déplacé de 20 cm 1/9. 

Culture pure de B. utricularis (souche 1). 


5. Ensemencé le 21 avril 1949 sur gélose non lavée, pH 6, avec une suspension de T.Laurentii autoclavé® 
15 min. 4 120°C. Agée de 5 semaines. : 

La culture est affamée, le plasmode jaune-orange, composé d’un réseau de grosses veines, recouvre 
toute la surface de la gélose. 

6. Le plasmode est de nouveau nourri avec une suspension de T. Laurentii autoclavée et il est photo- 
graphié une demi-heure plus tard. 

Le plasmode se concentre autour de la suspension. 

7. La méme culture au bout de 18 heures, 

Le plasmode en se nourrissant, développe une belle lisiére A 2 cotés, qui pénétre dans la suspension 
de T. Laurentit. 
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comparables. Nous pensons pouvoir en déduire qu’il existe dans 
S. cerevisiae une substance active qui se trouve bloquée par un 
chauffage de 10 minutes a 100° C. 


Expérience 2. 


C’est une culture pure de L. flexuosa nourrie d’une part, d’une 
suspension de T. Laurentii tuée, d’autre part d’une suspension de 
S. cerevisiae var. ellipsoideus tuée. Ces deux suspensions ont été 
tuées par un chauffage de 10 minutes a 100°C. L’inoculum avait une 
surface de } cm?. Les résultats de cette expérience sont résumés 
dans le tableau 1. 


TABLEAU 1. 
suspension aprés 3jours | aprés 4 jours | aprés 5jours | aprés 6 jours 
sterile croiss.1)| dépl.?) | croiss. | dépl. | croiss. | dépl. | croiss. | dépl. 

1. T. Laurentii 44 10 6 5 9 19 8 27 
2. T. Laurentii 4} 10 6 124 4h 18 44 244 
1. S. cerevisiae 2 94 54 124 2°*) 18 4 194 
var. ellipsoideus 
2. S. cerevisiae 2} 8h £4 13 24 £0 24 £4 
var. ellipsoideus 


1) Chapitre I, 6: Estimation de la croissance des plasmodes et de 
leur déplacement. 
2) réseau dense. 


Ces chiffres montrent qu’au début de la culture, le développement 
du plasmode en présence de la suspension de S. cerevisiae var. 
ellipsoideus est moins bon qu’en présence de la suspension de T. 
Laurentii. Cette derniére nourriture doit étre, 2 ce moment, plus 
facilement digérée par le plasmode. Pourtant par la suite, les 
différences entre les deux cultures s’atténuent, probablement a cause 
de l’adaptation du plasmode 4a la suspension de S. cerevisiae var. 
ellipsoideus. COHEN avait déja en 1939, noté une semblable adap- 
tation. Pourtant, si le développement des plasmodes au début des 
cultures montrait des différences, on n’en remarquait pas dans leur 
déplacement. Ceci nous permet de supposer qu’il faut distinguer 
nettement, d’une part, la croissance des plasmodes, d’autre part, 
leur déplacement, comme étant le résultat de deux fonctions 


différentes. 
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Ep ey Ve ices: 


Cette expérience avait pour but de chercher, si le lavage et la 
stérilisation des suspensions de T. Laurent influencaient le déve- 
loppement des cultures pures de L. flexuosa. 

Le plasmode a été inoculé en un fragment de 0,5 cm? environ, 
sur du milieu G.L. en présence des suspensions énumérées ci-dessous: 


Série I. Culture de T. Laurentii en extrait de malt, centrifugée et auto- 
clavée 15 minutes a 110°C. 

Série II. Culture de T. Laurentii en extrait de malt, centrifugée, lavée 3 
fois par centrifugation avec de l’eau de robinet stérile puis auto- 
clavée 15 minutes a 110°C. 

Série III. Culture de T. Laurenti en extrait de malt, centrifugée et tuée 
par chauffage de 10 minutes a 100°C. 

Série IV. Culture de T. Laurentii en extrait de malt, centrifugée, lavée 
3 fois par centrifugation avec de l’eau de robinet stérile puis 
tuée par chauffage de 10 minutes a 100°C. 


Les résultats de cette experience sont mentionnés dans le ta- 
bleau 2. 

Ce tableau nous montre qu'il existe, au début de la culture, 
entre les séries, de légéres différences dans le développement des 
plasmodes. Par la suite, il n’est plus possible de voir de différence, 
ni dans le développement ni dans la quantité de levure digérée. 
Dans les séries II et III ot, au début, toute la suspension n’avait 
pas été digérée, le plasmode est revenu sur ses pas pour digérer le 
reste. Nous supposons que les différences observées au début de la 
culture sont dues a des différences dans l'état de l’inoculum. Ni le 
lavage des levures ni leur chauffage a 110° C. pendant 15 minutes 
n’entravent le développement du plasmode. Par contre, un auto- 
clavage de la suspension a 120°C. pendant 20 minutes la rend 
beaucoup moins apte a la culture du plasmode (Fig. 5, photo 5). 
Il est donc préférable de traiter la suspension de T. Laurentii 
comme dans la série II, surtout 4 cause du moindre risque de con- 
tamination. 

Nous avons, en marge de cette expérience, essayé l’action de 
l’eau qui a servi au premier lavage des suspensions Ges séries II 
ou IV, donnée comme nourriture au plasmode de L. flexuosa. Nous 
avons assisté a un déplacement du plasmode sur la trace de l’eau 
de lavage (15 cm aprés 3 jours) mais par contre, aucune croissance 
sensible n’a été observée. Ce plasmode lyse la gélose par petits 
trous aprés s’étre divisé. 
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TABLEAU 2. 
a ae a i ee dl 
aprés: } jour 2 jours 3 jours 6 jours 
expériences | croiss. dépl. croiss. dépl. | croiss. dépl. croiss. dépl. Pemlarercs: 
a ee 
Série I 1 ZW o62) | 2h O44 9 10 7 >25 | Complétement di- 
2 3 613 24 3 5 6 9 >30 | gérée. 
3.t 1 4 24 14 426 3$ >30 
ae © ar) it 64 12 10 73 >30 
Série II 1 3 4 2 3 7 5 6 >30 | Partiellement di- 
2 7 1 + 6h 3 68h ia 20 gérée au début, 
3 $2 24.3 44 15 5 >30 | plus tard com- 
4 4 i 3 644 44 74 54 >30 | plétement digérée. 
Série III 1 } i 13 614 9 34 3 >40 
2 t 4 4 1 3 3} | 144 >30 | Partiellement di- 
3 } : 1} 614 5s 3 9 >30 gérée au début, 
4 + + x + 14 4h 64 >30 | plus tard com- 
5 1 1 24 2 14 20 — — | plétement digérée. 
6-3 er i ae ee eee 2 
Série IV 1 3 1 14 3 447 5 >30 | Complétement di- 
ys EY 1 2453 347 34 >30 | gérée. 
3} 14 2b 2, 4h 548 6 >30 
7 ae? Gee 14nd 4 6 6 >20 


Les photographies 1, 2, 3, de la figure 5 correspondent respectivement 


aux expériences 1, série I, aprés 2 jours; 3, série II, aprés 3 jours; 6, série III 
aprés 2 jours. 

A la suite de ces expériences, nous avons conclu, de nouveau, 
a l’extréme importance qu’il fallait attacher a la qualité du plas- 
mode destiné 4 fournir l’inoculum. Nous nous sommes, dés lors 
toujours efforcé de faire nos ensemencements a partir de plasmodes 
d’ages trés voisins, et en parfaite condition physiologique. 


CHAPITRE V. 


CULTURES PURES DE LICEA FLEXUOSA EN PRESENCE 
D’EXTRAITS VARIES. 


Nous avons trés fréquemment observé, lorsque nous donnions 
4 une culture pure de plasmode affamée, une nourriture constituée 
d’une suspension de levures tuées, le fait que le plasmode semble se 
précipiter sur la nourriture. En particulier, nous avons remarqué 
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ceci dans une culture de L. flexuosa affamée que l’on venait de 
nourrir avec une suspension de T. Laurentii autoclavée. On voit 
aprés 5 minutes le plasmode, d’abord épars sur la gélose, se 
diriger vers la suspension. Aprés 1 heure 4, le plasmode jaune- 
orange est concentré autour de la suspension de T. Laurentii (Fig. 
6, photo 1). 

Derniérement, nous avons observé de nouveau, le méme phéno- 
mene, avec plus de précision, chez Badhamia utricularis (souche I). 
Nous avons pris des photographies qui en représentent les diffé- 
rents stades. 

ler stade: La culture de Badhamia utricularis agée de 5 semai- 
nes est affamée. Le plasmode composé de grosses veines, est épars 
a la surface de la gélose (Fig. 6, photo 5), 

2eme stade: Le plasmode est de nouveau nourri avec une 
suspension de T. Laurentii autoclavée.. La photographie représente 
la culture $ heure plus tard (Fig. 6, photo 6). Le plasmode s’est 
nettement concentré autour de la suspension. 

3éme stade: La méme culture aprés 18 heures (Fig. 6, 
photo 7). Le plasmode se développe en digérant la suspension de 
T. Laurent. 

Ce phénoméne nous a fait penser a une action chimiotactique 
possible, exercée par la suspension de levure, par 1’intermédiaire 
de substances pouvant diffuser dans le milieu. Pour essayer de 
mettre cette action en évidence, nous avons cultivé le plasmode de 
L. flexuosa sur milieu G.L., en présence d’extraits divers. 


1. ACTION DE L’EXTRAIT AQUEUX DE LEVURE. 


BoC pe rie n.¢.ert, 


L’extrait de levure qui a servi dans cette expérience a été fabri- 
qué de la facon suivante: Nous avons pris une culture de T. Laurentii 
en extrait de malt, culture agitée Agée de 7 jours. Cette culture est 
centrifugée, puis le culot de centrifugation est divisé en deux 
parties. Nous avons broyé la premiére partie au mortier en présence 
de sable et de 15 cc d’eau bidistillée, puis stérilisé par filtration 
sous pression (méthode de Seitz). La seconde partie est tout 
d’abord tuée par un chauffage de 10 minutes 4 100° C., puis traitée 
ensuite comme la premiére partie. Les deux filtrats sont con- 
sidérés comme extraits aqueux stériles de T. Laurentii. 

Ces deux extraits ont été déposés sur des boites de Petri contenant 
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du milieu G.L., en une ligne tracée 4 la pipette et les boites laissées 
au repos pendant quelques heures, pour permettre l’adsorbtion des 
extraits par les milieux. On a obtenu ainsi deux séries de 4 boites 
de Petri chacune soit: Série I: Milieu avec extrait de T. Laurentii 
vivant; série II: Milieu avec extrait de T. Laurentii tué. Les diffé- 
rentes boites ont été ensemencées en déposant a une des extrémités 
de la trace d’extrait, un inoculum de L. flexuosa de 4 cm?. Les 
résultats sont récapitulés dans le tableau 3. 


TABLEAU 3. 
aprés: 2 jours 3 jours 8 jours 12 jours 
expériences déplacement | déplacement | déplacement | déplacement 
Satnik 2 1 2 6 14 
3h 5 a 124 
5 9 124 
2 6 8 


Série II 


Bm wD | — Ww bO 
bo], Re bo 
| oe 


Les résultats entre les deux séries sont comparables. I] n’y a pas 
eu croissance du plasmode, mais seulement déplacement exactement 
dans la trace laissée par les extraits. Nous pensons pouvoir en 
conclure que la substance responsable du déplacement est soluble 
dans l’eau et thermostable. 


Expérience«2. 

Pour fabriquer les extraits destinés a cette expérience, nous 
sommes partie de suspension de T. Lawurentii stérilisée, et nous 
avons fait stérilement toutes les opérations d’extraction. Le premier 
extrait est obtenu en centrifugeant la suspension de T. Laurentu 
stérilisée, préalablement agitée pendant 4 jours a 20° C. en présence 
de 3 fois son volume d’eau. Le liquide surnageant est considéré 
comme |’extrait aqueux. Le culot de centrifugation lavé 3 fois a 
l’eau stérile servira 4 nourrir une des séries de l’expérience. 

Le second extrait est fabriqué exactement de la méme maniére 
mais avant centrifugation, la suspension stérilisée était gardée 4 
jours 4 6° C. seulement, en présence de 3 fois son volume d’eau. Le 
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culot de centrifugation est traité de la méme fagon que celui du 
premier extrait. 

Ces différents produits ont été déposés en une ligne sur du milieu 
G.L. contenu dans des boites de Petri. Ils constituent les séries 
de milieux suivantes, dont chaque boite a été ensemencée en posant 
a une des extrémités de la ligne tracée par le produit, un fragment 
de plasmode de 4 cm? environ. 

Série I. Milieu avec culot du premier extrait (effectué a 20° C.). 
Série II. Milieu avec ce premier extrait. 


Série IIT. Milieu avec culot du second extrait (effectué a 6°C.). 
Série IV. Milieu avec’ce second extrait. 


Nous donnons les résultats dans le tableau 4. 


TABLEAU 4. 
apres: 1 jour 2 jours 7 jours 

expériences croiss. dépl. croiss.  dépl. croiss.  deépl. 
Série I | pees | 4 3 14 8 
t 14 4 44 24 13 

Série II | 136 | 1} (5) = 9 (15) +18 
1 6 — (6) 9 (15) + 18 

Série III | t 4 | <3 3 3 64 
1 2h it 5 6 10 


Série IV Tg es 1.11) 6s) G8) oF 
+e? $(3) 2 (14) + 43 


Les chiffres entre parenthéses donnent le nombre de fragments de plas- 
modes comptés dans les cultures. 


Les chiffres de ce tableau, montrent que le culot de centrifugation 
de l’extrait effectué a 20 C. a été mal digéré et a donné un faible déve- 
loppement du plasmode qui s’est déplacé d’une fagon a peine nor- 
male. Par contre, le plasmode cultivé avec l’extrait de la série II, 
sans avoir montré un grand développement, s’est déplacé rapide- 
ment en suivant la trace de l’extrait. Aprés une semaine le plas- 
mode s’est fragmenté et chaque fragment a commencé 4 lyser la 
gélose. 

Le culot du second extrait, effectué 4 6° C. est complétement 
digéré, le développement du plasmode est bon, mais son déplace- 
ment n’est pas trés important. Ce second extrait lui-méme employé 
dans la série IV ne donne pas de croissance et le plasmode se déplace 
peu. Il se fragmente et lyse la gélose. 


Nutrition de quelques Myxomycétes. 151 


Nous pouvons conclure de ces expériences, que les substances 
actives semblent, a 20° C. passer de la cellule de levure dans l’extrait 
aqueux, alors qu’a 6° C. elles y restent bloquées, donnant un extrait 
inactif. La température de 20° C. doit donc étre préférée pour faire 
les extraits aqueux. 


expe ore tf Ces, 


Les extraits utilisés dans cette expérience, ont été faits a partir, 
d’une part, d’une suspension stérile de T. Laurentii, d’autre part, 
d’une suspension stérile de S. cerevisiae var. ellipsoideus. Us ont 
été réalisés en suivant la méme méthode que pour les extraits a 
20° C. de l’expérience 2, 4 cette différence prés que l’agitation a 
été faite pendant 7 jours. Les différentes séries de l’expérience 
étaient les suivantes: 


Série I. Milieu avec le culot de centrifugation de l’extrait de S. cerevisiae 
var. ellipsoideus. 

Série II. Milieu avec le culot + l’extrait de S. cerevisiae var. ellipsoideus: 1/1. 

Série III. Milieu avec le culot de S. cerevisiae var. ellipsoideus + extrait 
alcoolique de levure: 1/1. 

Série IV. Milieu avec le culot de l’extrait de T. Laurentii. 

Série V. Milieu avec le culot + l’extrait de T. Laurentii: 1/1. 

Série VI. Milieu avec le culot de T. Laurentii + extrait alcoolique de 
levure: 1/1. 


Le dépét des extraits sur les milieux G.L. et l’ensemencement 
se font comme dans |’expérience 2. Les résultats sont mentionnés 
dans le tableau 5 (p. 152). 

On peut en conclure que, tout d’abord, les extraits aqueux ou 
alcooliques de levures contiennent des produits actifs sur le dé- 
veloppement et sur le déplacement du plasmode. En effet, avec 
les deux levures, le culot de centrifugation seul est inactif alors 
que les mélanges culot + extrait aqueux et culot + extrait 
alcoolique sont actifs. 

Si on compare l’action des deux levures, on note que, dans les 
deux cas la digestion est 4 peu prés la méme, pourtant l’action du 
T. Laurentii est plus efficace. Le culot de centrifugation de l’extrait. 
de S. cerevisiae var. ellipsoideus seul, n’est pas digéré. En dernier 
lieu, nous tenons a faire remarquer les différences qui existent entre 
les séries IV et V aux 2éme et 5éme jours. I ressort, en effet, que 
les plasmodes de la série V ont utilisé de l’énergie en faveur du 
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TABLEAU 5, 
apres: 1 jour 2 jours 5 jours 
S$.  _ —_—_\_——_ Remarques: 
_expériences | croiss. dépl. | croiss. dépl. | croiss. dépl. 
Série" 1 4 2 1 3 6 11 Digestion incompléte 
2/>};¢ 4 1 24 Saele de plus en plus mau- 
3 4 2 3 24 32 20 vaise. 
cich Se Hl eat eee 5L 18 
Série II 1. 4 2h 1 4 4 30 Digestion assez bon- 
2 + 1 <4} 13 34 OS S| ne. 
pi Gan bee eg ue alba ence 
Lege ers pee si 27 
Série III 1 | 1 34 te rey 43 30 Bonne digestion. 
dine ieee lcs en bat oe) 
57) ie eae PS 6 16 
Série IV 1 | 1} 22 1d 5 é4 30 Digestion assez bon- 
oe eee) eh e} 18 | ne. 
s}<t 4 | ¢ ub | <b 
UNA ee Bae 1 34 6 20 
Série V 1] 1} € 2269 5 46 Digestion complete. 
21 ifs 4 14> 74 (er apaeas 
3] pi eseuls qi Te1G 4b 45 
4:| “ype s 38 9 «| <3 45 
Série VI 1 % 2b 1 4 4 1) | Digestion complete. 
2] 2 2 | £4 | 1b ey 
3| 2+ 6h | 4} 10 3 40 


1) Ces cultures se comportent anormalement. 
Le photographie 6, de la figure 5 correspond a l’expérience 4, série V, 
apres 2 jours. 


A 


déplacement, alors qu’on pouvait s’attendre a voir cette énergie 
utilisée pour la croissance, comme c’est le cas pour les plasmodes 
de la série IV. 


Hx perience 4. 


Un extrait aqueux de 7. Laurenti, série I, préparé comme dans 
l’expérience 3, et son culot de centrifugation, série II, sont ajoutés 
séparément a des milieux G.L. fondus, a raison de | cc de produit 
pour 10 de milieu final. Le milieu obtenu est mélangé, coulé dans 
des tubes de type 4 et refroidi en une couche d’égale épaisseur. Le 
fragment de L. flexuosa d’une surface de 4 cm? est ensemencé sur 
le milieu prés de l’ouverture du tube. 


Nutrition de quelques Myxomycétes. 153 


Les résultats de cette expérience sont récapitulés dans le ta- 
bleau 6 (p. 154). 

Ils montrent que l’extrait aqueux ou le culot, ajoutés intimement 
au milieu gélosé, donnent une croissance et un déplacement sen- 
sibles. Toutefois, sur le milieu + culot (série II), le déplacement 
au bout de 9 jours est plus important que sur milieu + extrait 
aqueux (série I). Ce dernier milieu est plus rapidement épuisé. 


2 AGTION DE L'AUTOLYSAT DE LEVURE. 
Peper ei c € el; 


L’autolysat préparé comme nous |’indiquons dans le chapitre I, 
est stérilisé de 2 facons, a) par chauffage 20 minutes a 120°C. 
(série I), 6) par filtration selon la méthode de Seitz (série ID), puis 
il est ajouté en une ligne, sur du milieu G.L. L’inoculum de 4 cm? 
de surface est déposé a une des extrémités de la ligne de nourriture. 

Le tableau 7 ne donne que les chiffres indiquant le déplacement, 
la croissance ayant été nulle. 


TABLEAU 7. 
apres: 1 jour 2 jours 4 jours 5 jours 6 jours 
expériences déplac. déplac. déplac. déplac. déplac. 
Série I 1 1 1} —- 8 14 
2 14 3 — 6 a 
3 = 3 — 2 24 
Série Et 1 13 84 8h —= 
2 13 
75 ae 
4 2 


Le plasmode suit exactement la trace de la nourriture. Le dé- 
placement est plus important avec l’autolysat stérilisé par filtration 
qu’avec celui stérilisé par chauffage. 


PX perience x. 


Nous avons dans cette expérience ajouté intimement au milieu 
G.L., les produits mentionnés dans la liste ci-dessous. 


Johanna C. Sobels, 


4 


‘I9I93IP LC] B soUaUIUIOD 49 9gI9j91d oINzIIINOU *s ap UO!ZDeLIp Ua soRTdEp 9s [I ‘JUATA eI0NUA 3s0 espoused of Is 
"99N} IW4uaAnvT “J ep uorsuedsns op 033n08 oun ‘s9}99 sos B yUeyNOle Us ‘epowsed np zs0Ur e] SUO[QI}UOD sNON (; 
‘g[qeinsour snjd jso,u wo us guilidxe yuoureoe[dep 9] :—- 
‘mmof un sgide [nu jususoedap : -- 
‘QUBATA “AIA “JueInow :(+) ‘y10ur :+ 


ro th t G 
(fe g 7 nae ee — f al I II 9119S 
eo) |hce EE g é 
(pe) BATA tl ALA oe ey § 9 SfLT I I 9119S 
‘{dap ‘ssto19 | ‘[dgp ‘sstoz9 | [dap ‘sstozo | -[dep ‘sstor9 | -[dap ‘sstoro | -jdap -sstor9 ‘dep ‘ssto19 | ‘tdep “sstox19 soouetigdxo 


sinof Zp, sinol g¢ sinof [¢ :sgide 


sinol [g sinol #{ sinol 6 smof g | anof [ 


9 OVATAVLI 


Nutrition de quelques Myxomycétes. 155 


Séne I. Milieu G.L. + T. Laurentii vivant: 10/1. 

Série II. Milieu G.L. + T. Laurentii tué par 15 minutes d’autoclavage 
a 110° C.4 10/1. 

Série III. Milieu G.L. + autolysat de T. Laurentii stérilisé 20 min. a 
1205 C2 LO/L: 

Série IV. Milieu G.L. + culot de l’autolysat de T. Laurentii stérilisé 
20emin sae 202 Gt O/l 


Ces milieux coulés en couche dans des tubes de type 4 sont 
ensemencés prés de l’ouverture du tube, avec un inoculum de 
L. flexuosa de 4 cm? de surface. Nous indiquons les résultats dans 
le tableau 8 (p. 156). 

Ce tableau nous semble présenter un intérét particulier si nous 
comparons les séries II et IV. La différence essentielle de ces deux 
séries réside dans le fait que la levure fournie en IV est autolysée. 
Le plasmode a montré un développement plus important sur ce 
dernier milieu. Nous pensons que la différence de développement 
entre ces deux séries, provient de ce que les substances contenues 
dans la levure autolysée sont plus faciles 4 digérer. I] se peut que 
V’autolyse démolisse certaines substances complexes et les rende 
ainsi plus assimilables par le plasmode. Le développement sur 
levure autolysée ressemble beaucoup 4 celui que l’on obtient avec 
levure vivante (série I). Le milieu de la série III contenant I’autoly- 
sat donne aussi une croissance sensible, mais ilest plus rapidement 
épuisé. 

Nous avons essayé d’autre part, de cultiver le plasmode sur des 
milieux qui contenaient 5% et 10% d’autolysat de S. cerevisiae. 
Le développement du plasmode sur ce dernier milieu (10%) était 
meilleur que sur le milieu qui ne contenait que 5% d’autolysat. 
De plus, le milieu 4 5% s’épuisait plus rapidement que celui a 10%. 
Le développement du plasmode sur milieux a 10% d’autolysat de 
T. Laurenti, d’une part, d’autolysat de S. cerevisiae d’autre part, 
était tout a fait comparable. 


Expérience. 3: 

Le plasmode ne se développe pas, en culture pure, sur gélose 
aux flocons d’avoine. Nous avons pensé favoriser la culture en 
ajoutant a ce milieu de l’autolysat de levure autoclavé. L’expérience 
comportait les concentrations suivantes d’autolysat: 5%, 20% 
40%, 60% et 80%. Aprés ensemencement, seul le milieu contenant 
5% d’autolysat de levure a permis un bon développement du plas- 
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mode, qui, aprés 3 semaines a donné un sclérote brun-orange. Sur 
les autres milieux, le plasmode est resté sur l’inoculum, est devenu 
brun, puis est mort. 


3. ACTION DE L’EXTRAIT ALCOOLIQUE DE LEVURE. 


Expérience l. 


Cette expérience nous a permis de faire une comparaison entre 
l’extrait alcoolique de levure tel que nous en donnons la recette au 
chapitre I (série I), et ce méme extrait purifié (série II) selon 
la technique de WAssSINK (92). 

Nous avons, en une ligne, déposé sur du milieu G.L., chacun 
de ces extraits et ensemencé comme de coutume avec un inoculum 
de } cm? posé a une extrémité de la ligne. 


TABLEAU 9. 
aprés: 1 jour 2 jours 4 jours | 5 jours 6 jours 
expériences déplac. déplac. déplac. déplac. déplac. 
Série I 1 6 10 14 174 193 
2 2k 6h 12 144 164 
3 54 1s 154 174 193 
4 é4 12 15 18 20 
Série II 1 24 34 64 74 
2 24 3 7 9 104 


Il n’y a pas de croissance avec aucun des extraits, mais, comme 
on le voit, le déplacement sur extrait non purifié est 4 peu prés 
le double du déplacement avec extrait purifié. Ceci peut étre causé 
par le fait que l’extrait est dilué de moitié par les opérations de 
purification. Mais, nous pensons plus volontiers, que la purification 
de l’extrait, si elle permet la concentration du bios, enléve des 
substances nécessaires 4 la nutfition du plasmode. De toute fagon, 
les résultats de cette expérience ont fait que nous avons toujours, 
par la suite, employé de l’extrait alcoolique de levure non purifié. 


Ex périence 2; 

Nous avons essayé d’imprégner du fil de coton avec de l’E.A.L. 
et de cultiver un plasmode de L. flexuosa en l’ensemengant a un 
des bouts de ce fil. Le plasmode s’est déplacé lentement paralléle- 
ment au fil, sans jamais le chevaucher. Par la suite, nous avons 
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remplacé le fil de coton par de la cellulose broyée, que nous avons 
mis en une ligne sur le milieu G.L. aprés l’avoir imprégnée avec 
E.A.L. (0,35 g de cellulose pour 5 cc de E.A.L. doublement con- 
centré). Nous avons ensemencé } cm? de plasmode de L. flexuosa 
a une des extrémités de la ligne de cellulose, et nous avons assisté 
a un déplacement du plasmode qui a parcouru plusieurs fois le 
dépdot de cellulose. Aprés une semaine, nous avons noté une crois- 
sance du plasmode qui avait alors une surface de 2 cm” 


Pe perrenjceso: 

Nous avons ici mélangé au milieu G.L. de l’extrait alcoolique de 
levure doublement concentré, 4 des concentrations variables et 
nous avons sur ces milieux, ensemencé un inoculum de $ cm?. 


Série I. Milieu G.L. + 10% E.A.L. 


Série IT. id. + 20% ne 
Séne IIT. id. + 40% ” 
Série IV. id. + 60% =e 
Série V. id. + 80% a 


Série VI. Extrait alcoolique de levure pur (E.A.L.). 


Nous avons ajouté de la gélose séche dans les milieux des séries V 
et VI de facon a obtenir des solutions gélosées 4 environ 2%. 

Sur les milieux des séries I et II seulement, le plasmode peut se 
développer. Il reste vivant a peu prés un mois. Sur le milieu de la 
série III, le plasmode s’est contracté, puis est mort. Les plasmodes 
cultivés sur les milieux plus concentrés en E.A.L. ne se sont pas 
développés. En conséquence de cette expérience, nous avons, par 
la suite adopté la concentration de 10% d’E.A.L. correspondant a 
un gramme de levure fraiche par 10 de milieu total. 


Expérience 4, 

Nous avons observé le développement d’un plasmode cultivé 
sur milieu G.L. additionné de 10% d’E.A.L. doublement concentré, 
et noté l’aspect de la culture a des ages différents. 

Aprés 5 jours, nous avons remarqué que le plasmode initial s’était 
divisé en un grand nombre de fragments, et que chacun de ces petits 
plasmodes avait commencé a lyser la gélose suivant le prccessus 
que nous avons déja décrit. Au bout de 13 jours de culture, il était 
possible de voir les divers fragments de plasmode se regrouper en 
formant trois plasmodes mesurant respectivement 3 cm?, 1,5 cm? 
et 7,5 cm*. C’est le stade que nous avons choisi pour photographier 
la culture (Fig. 7). Aprés 3 semaines, les trois plasmodes existaient 
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Page 
Culture pure de L. flexuosa. 


Ensemencée le 25 novembre 1943 au centre de la boite qui ccn- 
tient de la gélose lavée, pH 6, additionnée de 10% de 1’extrait 
alcoolique de levure. 

Agée de 2 semaines et photographiée a travers le fond de la 
_boite de Petri. 

Aprés 5 jours le plasmode s’est dispersé a la surface du milieu 
en formant des petits flocons jaunes sur le milieu. Aprés 1 semaine 
les flocons ont pénétré profondement dans le milieu et au bout 
de 15 jours il y a 3 grands plasmodes dont le plus grand se trouve 
sur la gélose et les 2 autres entre la gélose et le verre. Ils sont 
jaune-vif, ont un contour bién développé et une nervation pas 
trés dense. 

La surface est environ 8 cm? 3/,, celle du plasmode ensemencé 
if, cm’, 

a retrouve sur la surface du milieu le tracé en creux du plasmiode. 
Ce dernier attaque la gélose en formant des petits trous. 
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toujours, mais un seul de ces plasmodes, le plus grand, continuait 
a se déplacer. Les autres étaient morts. Enfin, 5 semaines aprés le 
début de la culture, le dernier plasmode se contractait et mourait. 

Ce plasmode qui avait fait preuve d’une excellente croissance 
s’était montré, entre autres points intéressants, capable de se 
fragmenter pour se regrouper par la suite. Nous avons plusieurs 
fois répété cette méme expérience, et nous avons toujours obtenu 
des résultats semblables. 


4. ACTION DE L’EXTRAITS DE PLASMODE (L. FLEXUOSA). 

Nous avons tout d’abord, pris une culture pure de L. flexuosa 
sur milieu G.L. agée de 3 semaines. Cette culture qui avait été 
précedemment nourrie d’une suspension de 7. Laurentii stérilisée 
était affamée et toute nourriture était épuisée. L’ensemble de la 
culture et du milieu a été porté a |’ébullition pendant 20 minutes. 
Nous avons réparti ce mélange en deux boites de Petri stériles que 
nous avons ensemencées, aprés refroidissement, avec un fragment 
de L. flexuosa de 1 cm?. 

Aprés 5 jours de culture, le plasmode de l’une des boites couvre, 
d’un réseau lache, 8 cm? de surface et il est plus dense aux endroits 
ou se trouvent des fragments de l’ancien plasmode. Le plasmode 
ensemencé dans la seconde boite a a peine poussé. Un jour plus 
tard, les 2 plasmodes se contractent en grosses veines, et meurent 
rapidement. La mort rapide des plasmodes est probablement due 
aux substances toxiques issues du métabolisme de l’ancien plas- 
mode. 


5. ACTION DE L’EXTRAIT DE MALT. 
L’extrait de malt est un milieu particuliérement riche qui con- 


vient parfaitement a la culture d’un grand nombre de micro- 
organismes. Nous avons essayé son action sur le plasmode de 
L. flexuosa. 

Nous avons dans une premiére expérience, déposé en une ligne, 
de l’extrait de malt dilué une fois (7% de maltose), puis ensemencé 
a une extrémité de la trace d’extrait, un fragment de plasmode 
d’une surface de 4 cm? (tableau 10). 

Il n’y a pas de croissance du plasmode, mais par contre un 
net déplacement qui se produit dans la z6éne qui environne 
l’extrait. 

Dans une autre expérience, nous avons cultivé le plasmode sur 


11 
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TABLEAU 10. 


apres: | 2 jours | 4 jours | 5 jours | 6 jours | 7 jours | 8 jours | 9 jours |11 jours|12 jours 


exp. | déplac. | déplac. | déplac. | déplac. | déplac.| déplac. | déplac. | déplac. | déplac. 


| H | 


(Su) 
bole 
~ 


5 | OBS 6 64 8 
it 8 e3 93 10 


un milieu de malt gélosé contenant 1,5% de maltose. L’inoculum 
ensemencé avait une surface de 4 cm?. Les résultats sont mentionnés 
dans le tableau 11. 


TABLEAU 11. 


aprés: | 2 jours | 4 jours | 7 jours 


1] jours 


exp. | cr. dépl.| cr. dépl.| cr. dépl.| cr. dépl.| cr. dépl. | cr. dépl. | cr. dépl. | cr. dépl. 
| | 
ke 2 Ba 0 28 at eee —/4 —]}}4 —|] 4 
2 M2EGe Beer ges 4s S19 | —1) — | 4 + 
| 


+: mort. 
—: le déplacement exprimé en cm n’est plus mesurable. 
1) belle culture, avec un réseau lache. 


On observe, au début de ia culture, une croissance nette et un 
déplacement important. Le développement des plasmodes est tout- 
a-fait normal. 

Dans une expérience semblable, nous avons observé aprés environ 
deux semaines, la fragmentation du plasmode et la lyse de la gélose 
au niveau des fragments. 

Les milieux au malt gélosé plus concentré en maltose (4%) ne 
sont plus capables de provoquer le développement des plasmodes. 


6. CONCLUSION. 

Les différents extraits utilisés dans les expériences de ce chapitre, 
sont tous d’origine organique et ont une action stimulante le) aux 
faibles concentrations, sur le déplacement du plasmode; 2e) aux 
concentrations moyennes, sur la croissance et le déplacement. Ces 
mémes extraits employés a de fortes concentrations inhibent le 
développernent des plasmodes. 


26 jours | 28 jours | 35 jours | 49 jours 
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Nous pouvons conclure que les substances capables de diffuser 
dans des liquides au cours d’une extraction, peuvent, au méme titre 
que les organismes extraits, servir 4 la nutrition des plasmodes. 
Ces substances peuvent, sans inconvénients subir un chauffage 
plus ou moins prolongé, elles sont donc thermostables. 


SAE CURE 


CULTURES PURES DE LICEA FLEXUOSA EN PRESENCE 
DE PRODUITS DIVERS. 


Nous avons démontré que le plasmode de L. flexuosa en culture 
pure est capable de se développer en absorbant les substances nutri- 
tives d’origine organique d’un milieu gélosé. 

Nous avons ensuite cherché a déterminer quels étaient les con- 
stituants de l’extrait de levure nécessaire au développement du 
plasmode. 

Pour cela, nous avons déterminé la teneur en azote de 1]’extrait 
alcoolique de levure par la méthode de Kjeldahl. Cet extrait en 
renferme une quantité correspondant a 2% de protéine, si bien que le 
milieu gélosé préparé a l’aide de cet extrait n’en contient que 0,2%. 

Nous avons émis l’hypothése que les protéines jouent un rdle 
capital dans la nutrition du plasmode et nous avons cherché a la 
vérifier, en cultivant L. flexuosa sur des milieux qui renferment 
0,2% de peptone soluble. Nous avons expérimenté différentes 
peptones, seules ou en combinaison avec un sucre ou avec de 
l’extrait alcoolique de levure. Les cultures sont faites en tube de 
type 4. Les techniques d’ensemencement et de culture, de méme 
que la surface de l’inoculum (4-4 cm?), sont identiques pour toutes 
les expériences de ce chapitre. 


Eepericnce 1) 

Le plasmode a été cultivé sur un milieu général G.L. + 0,5% 
de glucose + 0,2% de peptone Witte, additionné de quantités 
variables d’extrait alcoolique de levure: 


Série T. 10% dE.A.L. 
Séne ITI. ye 2 
Série-IlI. 3% ey 
Série IV. 1% a 
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Cr Ieee a0, 595udsE ACL. 
SAE WE AEG 5 


Les résultats sont mentionnés dans le tableau 12. 


TABLEAU 12. 
apres: 1 jour 2 jours 5 jours 
expériences croiss. Se croiss. déplac. | croiss. déplac. 
Série I 1 1 41 24 24 1} 4 
: : 0 2 b+ 4} 
3 3 +) 2}-). 2 1+ 4 
Série II ] 3 t 3 3 13+ 34 
2 3 4 3h 2 1+ 7 
: i 3 oO 13+ 4 
série LIT 1 4 4 4 =i} 3 4 
aoe 1 aaa + —- | 4 4 
3 1 ‘ 3 2 24+ 4 
Série IV 1 4 nul 12 2 | 1+ 3h 
S| elke oct 23 ~ 3} 24+ 3h 
| 2 4 1b oes [oak Aa 
Série V 1 1} 1 23 14 13+ 3 
2 23 1 2 3 13+ 4 
3 1 1 3 2 34+ 4 
Série VI 1 1} 1 3 34 2+ 5 
2 14 as 3 3 34+ 44 
3 1 2}. 3} Bh+ 5 
+: mort. 


1) Le plasmode n’a pas encore quitté l’inoculum. 


Au début de la culture, le développement du plasmode semble 
assez normal. I] est d’autant meilleur que la concentration en 
extrait de levure est plus faible. Plus la quantité d’E.A.L. est 
grande, plus le déplacement est lent et plus le plasmode éprouve 
de difficultés a sortir de l’inoculum. 

Aprés 5 jours, on observe une contraction et la mort des plas- 


modes des séries I a V alors que le plasmode de la série VI meurt 
sans se contracter. 


Expérience 2. 


Les milieux qui ont servi 4 cette expérience, sont résumés ci- 
dessous: 
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Série I. 0,2% Peptone Organon A) 0,5% de glucose 
B)RO 0, dit ASL 
Série II. 0,2% Peptone Merck A) 0,5% de glucose 
183) ODA GRID lately. 
Série III. 0,2% Bacto-peptone Difco A) 0,5% de glucose 
B) 0,1% @E.A.L. 
Série IV. 0,2% Proteine-peptone Difco A) 0,5% de glucose 
BRON Od ASL: 
Série V. 0,2% Peptone Rhéne-Poulenc A) 0,5% de glucose 


18) CO UOA Ce Bo) Nel Be 
Série VI. 0,2% Bacto-Tryptone A) sans glucose 
BRON CeP Gti ALI 


Nous récapitulons les résultats dans le tableau 13. 


TABLEAU 13. 


apreés: 2 jours 


5 jours 


6 jours 


9 jours 


14 jours 


16 jours | 23 jours! 


expériences | cr. dépl.| cr. dépl.|cr. dépl.| cr. dépl.| cr. dépl. | cr. dépl. 
SérieI A E 1 |3 10d/4 12 ns 165 | 
B !2} 1 |4 9/5 10 414 11 
B {3 2 {1 7 |f(+)2h)14+ ‘| 
SérieII A | 43 | 11 |6 al 20 et 1g) 
B |2t —.|4 8 {5% 8$)7 LTE) —|3 —|3 + 
B |1} 5 10 | 9% 1234/5 15/1 + 
Série II A |3$ 11 |7$ 1434/9 19 |6 28/3 — |44 —J]1} viv 
B 5 3 : 94\74 15 |7h 15152 — 16 —J]]1} viv. 
B |3 26/44 13h}4 9 153 15/7 — |5§ —|} + 
Série IV A s 2 pee 2 5 (2+ 8 
B {3} 3 |24+ 5 
B |3 24|24+4 33 
SérieV A [24 4 [6 15 [2 20f/2$ + 
B |}22 54/5 15 |6 I19f/25 + 
B Fi 2 S 15 | 33-22 | 23+ 26 
Série VI A |1 4+ 3 
A | 2 a+ 2 
B | 4 Gate 
Beppe peed 


+: mort. (+): mourant. viv.: vivant. 
..: déplacement nul aprés deux jours. 
—: le déplacement exprimé en cm n’est plus mesurable. on 
Les photographies 2 et 3 de la figure 6 correspondent 4 l’expérience A, 
série III, prises aprés 2 jours et aprés 5 jours. 
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Quelle que soit ia peptone utilisée, on ne remarque pas de diffé- 
rence sensible entre les milieux additionnés de glucose et ceux 
additionnés d’E.A.L. 

Mise a part la Bacto-tryptone qui ne donne aucun développement, 
toutes les autres peptones employées provoquent, au début de la 
culture, un bon développement du plasmode. Mais par la suite, 
seules les peptones des séries II et III (Peptone Merck et Bacto- 
peptone Difco) permettent une culture prolongée comme avec les 
extraits du chapitre V. 

Pour les milieux contenant les autres peptones (nous pouvons 
y inclure la peptone Witte de l’expérience précédente), la mort est 
brusque et absolument pas prévisible. 

Nous résumons ci-dessous le comportement des plasmodes sur 
les différentes peptones. . 


Bacto-Peptone Difco : Encore vivant apres la 3éme semaine. 
Peptone Merck : Mort aprés 3 semaines. 

Peptone Rhéne-Poulenc: Mort aprés 9 jours. 

Peptone Organon : Mort aprés 9 jours. 

Proteine-peptone Difco : Mort aprés 5 a 9 jours. 

Peptone Witte : Mort aprés 5 jours. 

Bacto-Tryptone : Mort avant le 5é€me jour. 


Le plasmode cultivé sur le milieu contenant la peptone Rhéne- 
Poulenc, par exemple, est mort brusquement sous nos yeux sans 
contraction. En } d’heure, le plasmode jaune-orange vif, trans- 
parent, est devenu opaque et jaune pale. 

Nous pensons pouvoir, aprés ces expériences, conclure 4 une 
intoxication des plasmodes par un produit toxique contenu dans 
les peptones impropres a une culture prolongée. Nous avons par la 
suite, seulement utilisé les deux peptones propres au bon développe- 
ment des plasmodes. 


Ex penience 3. 


Nous avons cherché par cette expérience a trouver quelle était 
la concentration de peptone Merck qui convenait le mieux au déve- 
loppement du plasmode. Nous avons ajouté au milieu G.L. des 
concentrations variables de peptone Merck. Pour chacune de ces 
concentrations, les 4 tubes qui constituent la série, sont divisés 
en 2 groupes: A) peptone seule; B) peptone +0,1% d’extrait 
alcoolique de levure. 
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Série I. Milieu G.L. + 0,05% de Peptone Merck 


Série IT. Fy a ON oe, fy 5p 
Séne III. ae + 02% ,, an ” 
Série IV. re + 04% ,, Pr ap 
Série V. - + 06% ,, fe ni 
Série VI. 3B = aOS So as i *5 


Le tableau 14 (p. 167) résume les résultats. 


D’une facon générale, l’E.A.L. n’exerce pas une influence favora- 
ble sur les cultures de cette expérience. Toutefois, dans les séries II 
et III, il améne une prolongation de la culture, alors qu’il la diminue 
dans les autres séries. 

Dans les séries IA, ITA, IIIA, le développement du plasmode, lent 
au début, devient par la suite meilleur que celui des séries [VAet VA, 
sans touteéfois étre trés brillant. La culture de la série VIA s’est, 
chose curieuse, développée aussi bien que celle des séries IA, ITA, 
IITA. 

En général, aprés une semaine de culture, les plasmodes semblent 
mourir, mais on les voit par la suite, comme se ressusciter et 
rester en vie plus longtemps. 


Expérience 4. 


Dans une expérience préalable, nous avions cultivé le plasmode 
sur milieu G.L. glucosé a 0,5% (A) et additionné de concentrations 
variables de peptone Merck et de Bacto-peptone Difco (0,05% 
0,1%, 0,2%, 0,4%). Pour chacune des concentrations de peptone 
la moitié des tubes recevait 0,25% d’extrait de levure (B). Nous 
avions observé un meilleur développement des cultures effectuées 
en présence de peptone Merck, surtout aux faibles concentra- 
tions (0,05 et 0,1%). Dans ce cas, l’optimum du développement 
était rencontré aprés 6 jours et la moitié des cultures étaient encore 
vivantes aprés 26 jours. Sur Bacto-peptone Difco, il y avait moins 
de différence entre les plasmodes des diverses concentrations, mais 
leur développement était pauvre. L’extrait de levure n’avait pas 
eu d’influence. 

Nous avons répété exactement la méme expérience, a la seule 
différence prés, que la quantité d’E.A.L. ajoutée a la moitié des 
tubes (B) de chacune des concentrations de peptone était abaissée 
a 0,1%. 

Voici les chiffres obtenus d’aprés cette expérience (tableau 15). 
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TABLEAU 15. 


rrr reer ne RENESAS 


aprés: 3 jours 5 jours | 10 jours | 12 jours | 18 jours | 27 jours 
expériences |cr. dépl.|cr. dépl er. dépl. cr. dépl. cr. dépl. ‘er. dépl. 
Série I AE See: (5) 
(0,05%PM.) A} 2-3 (2) 
B 1 if} 3 (2) 
cape Be Tcl a es I Sine ea 
Série II A $ 2 2 3 $ — {+ (4) 
i1%PM) “Ay E 1 are tT 3 3 = (3) 
3 |e Ee ee ar: Mee oles (2) 
Bi 3d -6 + 68h] 1 3 1 =e) (3) 
périe IIT A} 2? 3 |j>}°- 4-11 — |14 14 (4) 
(0,2%P.M.) A |2 2 Fie 4A — |1k —]2 -») (3) 
B/1} 1 ae | 3} 3 14 1) | viv. (4) 
B)/ + 3°; 6 [2 — |2}- —/1f —)j viv. (2) 
Série IV A|2} 34/3 10 {12 — |2} —|2 —1) | viv. (2) 
(04%P.M.) Al] 2 13/1 4 }12 — |14(4+)—}]1 —*) (4) 
Bl H+) e)1 4% beet 2) 
Bi 2/4 8/4 —|4 =|4 — (5) 
Série V A Soest if io 8 —{l —») (2) 
(0,05%B.P.D.)A |} 2} 5 | 12 11 ij — {7 — fi?  —+) | viv. 
B| 4 7 | 14 fone | — 4 —= ft 
B|2} 13 | 14 15 | 2} 3 en oe 
Série VI A 1 10 {18 l2elis — |1F. —]1 .— | + (2) 
(0,1%B.P.D.) Aj} 1# 12 |3 19 |28 — j1$ — — |+ (2) 
B{/1} 12 }|1 19 | #4)— | + (2) 
B}1} 8] 4 18 2 — | H4)—]14 —) 
Série VII A | 2(+) 7 | 1 16 | 14 4 had —}) | viv 
(0,2%B.P.D.) A} 3(+)2 | 1 24114 — | $ —JI —)| viv 
B ee 2+)18 3 ; $ 4) 
B}1(+) 6 |-1. 138 | } — {+ 
Série VIII A 4 9 11 — |2 apis ys) (2) 
(0,4% B.P.D.) A 4 — SI 
B 1g — 
B 1 


+: mort. (+): mourant. viv.: vivant. 
_ —: le déplacement exprimé en cm n’est plus mesurable. 


1) nourri avec une suspension stérile de Torulopsis Laurentii. 

2) expérience cessée. 
Les chiffres entre parenthéses donnent le nombre de fragments de plasmode comptés 
dans les cultures. P.M. = Peptone Merck; B.P.D. = Bacto-peptone Difco! 
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Pour les cultures effectuées en présence de peptone Merck, les 
résultats les meilleurs, ont été, au contraire de l’expérience initiale, 
obtenus avec les plus fortes concentrations (0,2% et 0,4%). En 
présence de Bacto-peptone Difco, le développement égal pour 
toutes les concentrations est comparable aux meilleurs résultats 
obtenus avec la peptone Merck. Les plasmodes, en présence de 
peptone Merck se fragmentent alors que ceux cultivés sur peptone 
Difco ne montrent pas ce phénomeéne. D’une facgon générale, l’ex- 
trait de levure semble avoir une action légérement nuisible. 


Hooper 1é n¢ 620, 
Nous avons mis les plasmodes en culture sur les milieux suivants: 


Série I. 0,4% Peptone Merck A) 0,5% glucose 
B) 0,5% tréhalose 

Série II. 0,2% Bacto-peptone Difco A) 0,59% glucose 
B) 0;5% tréhalose 

Seriewl lla O°, Extrait HALL. A) sans rien 
B) 0,5% glucose 
C) 0,5% tréhalose 
D) 1% tréhalose 


Le tableau 16 récapitule les résultats. 


Nous avons, au cours de cette expérience, observé tout d’abord, 
que le développement des plasmodes des séries II et III était plus 
important que celui de la série I. Dans chacune des trois séries, les 
plasmodes cultivés sur les milieux glucosés présentent un réseau 
plus dense qu’en présence de tréhalose. Ce dernier sucre, stimule 
le déplacement des plasmodes et permet, sur les milieux peptonés, 
une prolongation de leur vie. En effet IWANOFF (34) a rencontré du 
tréhalase dans les fructifications 4 peine mires de Lycogala. 

Dans la série III, la concentration de 1% de tréhalose, donne des 
résultats semblables 4 ceux de la concentration plus faible. 


Expérience 6. 


Cette expérience était destinée a chercher si il existait une action 
du tréhalose seul. 
Nous avons cultivé le plasmode sur les milieux suivants: 


Série témoin. Milieu G.L. seul 

Série I. A + 1% de tréhalose 

Série II. os + 0,5% ,, ea 

Série IIT, °: A + 0,5% ;, Pe + 0,1% d’E.A.L. 
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Voici résumés dans le tableau 17, les résultats de cette expérience. 

Le témoin se déplace seulement, sa croissance est nulle, et il 
meurt d’épuisement aprés 3 semaines. Ces résultats ne montrent 
pas de différence sensible entre les deux concentrations de 
tréhalose. Il est bon de noter que ce sucre, employé seul, peut 
provoquer une certaine croissance du plasmode. C’est probable- 
ment un substrat favorable 4 son métabolisme. L’addition d’E.A.L. 
(série III) stimule faiblement le développement. D’une facon 
générale, ce développement est plus lent que sur les milieux 
peptonés des expériences précédentes, pourtant les plasmodes 


testent plus longtemps vivants. La moitié des cultures vit encore 
aprés 5 semaines. 


Expérience 7. 


Nous avons cherché, dans cette expérience, ]’action d’un acide 
aminé. Nous avons, sur le conseil de M. KLuyvEr, choisi l’aspara- 
gine. Déja en 1890, PFEFFER (57) avait montré que ce produit était 
digéré directement par le protoplasme sans passer par les vacuoles. 
La méme année, STANGE (88), montrait un chimiotactisme de 
l’asparagine exercé sur un plasmode. 

Nous avons ajouté l’asparagine au milieu G.L., soit seul, soit en 
combinaison avec du tréhalose ou de l’extrait alcoolique de levure. 

Les résultats de cette expérience sont donnés dans le tableau 18 
(p. 174). 

Le développement du plasmode sur le milieu de la série I, est 
aussi bon que sur celui de la série II. On observe dans les deux cas 
un optimum de culture entre le 3éme et le 9éme jour. Sur la série I, 
le plasmode présente un réseau fin, irrégulier. I] se fragmente et 
lyse la gélose. Son déplacement est plus rapide que celui de la 
série II. Les plasmodes de cette série II ont un réseau fin mais 
régulier. Ils commencent seulement a se fragmenter, mais lysent la 
gélose plus fortement qu’en série I, et leur développement est beau- 
coup plus important que celui des plasmodes des trois derniéres 
séries. Les différences qui existent entre le comportement des cul- 
tures des séries III et IV sont trés faibles, dans l’une comme dans 
l’autre, la fragmentation et la lyse de la gélose sont fortes. Les 
cultures de la série V, meilleures que celles des deux précédentesséries, 
sont comparables aux cultures sur milieux de méme composition 
utilisés dans l’expérience 6. Les plasmcdes de cette série ne se frag- 
mentent presque pas, mais pourtant lysent la gélose assez fortement. 
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On peut conclure de cette expérience, qu'il est possible de cultiver 
les plasmodes sur un milieu gélosé contenant le tréhalose comme 
sucre et de l’asparagine comme source d’azote aminé. 


Expérience 8. 


Nous avons ici ajouté a un milieu G.L. glucosé 4 0,5% une source 
d’azote minéral (NH,NO,). Nous avons utilisé 0,09% de NH,NOsg, 
pourcentage correspondant a la quantité d’azote contenue dans 
un milieu additionné de 10% d’extrait alcoolique de levure. 
Nous avons, a la moitié des tubes de l’expérience, ajouté 0,1% 
d’E.A.L. et rien ajouté a l’autre moitié. 

Sur les deux milieux, le développement s’est mal effectué, et le 
plasmode a une structure anormale et une couleur jaune-foncé. 
Le milieu additionné de 0,1% d’E.A.L. est le moins favorable. La 
mort des plasmodes sur les deux milieux est survenue en 7 a 12 jours. 
Cette expérience montre que la source d’azote employée n’est pas 
favorable a la culture du plasmode. 


En conclusion des expériences de ce chapitre, nous pouvons dire 
que le plasmode de L. flexuosa se laisse cultiver sur des milieux 
gélosés additionnés des peptones qui ne se montrent pas toxiques 
(peptone Merck et Bacto-peptone Difco). On peut également em- 
ployer l’asparagine a la place de la peptone. Dans ces deux cas on 
obtient un développement comparable a celui obtenu en présence 
d’extraits divers de levure. L’addition de sucre, en particulier de 
tréhalose 4 des milieux contenant une peptone ou de l’asparagine 
apporte une stimulation du développement des plasmodes. Par 
contre, l’addition d’extrait alcoolique de levure aux milieux pepto- 
nés ne donne pas de résultats meilleurs. L’azote minéral (NH,NO,) 
ne semble pas convenir a la culture des plasmodes. 


CHAPITRE VII. 


ETUDES SUR LES CULTURES ASSOCIEES DE 
PLASMODES DIVERS. 


Nous avons, dans les expérierces qui font l’objet des chapitres 
précédents, utilisé comme seul plasrnode, celui de Licea flexuosa. 
D’autres souches de Myxomycétes, récoltés en différents lieux, ont 
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servi comme matériel d’étude dans de nouvelles expériences. Nous 
nous proposons, au cours de ce chapitre, de donner en premier 
lieu des listes concernant ces différents plasmodes, et en second lieu 
d’en étudier les caractéres. 


1. CULTURES SAUVAGES. 


Voici tout d’abord dans le tableau 19 la liste des plasmodes 
conservés en culture sauvage. 


Les cultures sauvages de plasmodes, présentent de nombreux 
avantages. Elles permettent de posséder toujours un matériel 
frais, facile & conserver, et pratique pour obtenir des cultures 
associées ou des cultures pures. Elles permettent, par ailleurs, 
d’étudier d’une facon plus exacte les micro-organismes associés 
naturellement aux plasmodes. On obtient fréquemment, dans les 
cultures sauvages, des fructifications normales des myxomycétes 
cultivés, ainsi, nous avons vu fructifier trois fois le Ceratiomyxa 
fruticulosa. Les cultures sauvages permettent encore d’étudier les 
conditions quasi-naturelles de vie des plasmodes. 

Le pH le plus favorable au bon développement d’une culture 
sauvage, se trouve étre exactement de 6. Dés que le pH s’éléve, 
on voit la structure du plasmode se modifier et devenir plus com- 
pacte. On voit se développer des colonies bactériennes. Il suffit 
alors, pour rendre au plasmode sa structure normale, de laver le sub- 
strat et le plasmode. Pour entretenir dans de bonnes conditions une 
culture sauvage de plasmode, il est trés important de veiller a sa 
bonne aération. Faute de ce soin, on risque d’étouffer la culture. 
Il suffit pour cela d’intercaler une lame porte-objet entre le cristalli- 
soir et son couvercle. 

Une culture sauvage résiste particuliérement bien 4 des tempé- 
ratures élevées. Sila marge de température recommandable se situe 
entre 18 et 25°C., le plasmode peut supporter une température de 
40° C. Aucune précaution spéciale de stérilité, n’est 4 prendre pour 
l’entretien de ces cultures. En effet, lorsque la culture sauvage est 
en bonne condition, on n’observe pas de développement d’infections 
spontanées. 


2. CULTURES ASSOCIEES (OU CULTURES PURES MIXTES). 


Voici ci-dessous la liste (tableau 20, p. 178-179) des différentes 
cultures associées que nous avons été 4 méme d’analyser dont voici, 
maintenant, les caractéres généraux. 
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TABLEA 


Tableau des plasmodes cultiv 
SSS 


Souches de 


Auteur 


Date 


Organismes associés 
aux cultures: 


myxomycetes: d’isolement: d’isolement: 
Badhamia J. C. SoBELs | 28/11-'46 Bactérie Gram + 
utricularis (jaune) Bactérie Gram — 
Sarcine 
Diplocoque (jaune) 
Diplocoque (créme) 
Levure 4 
Torulopsis Laurentit 
| Staphylocoque 
Font. I J. C. SoBets | 27/3-’47 Candida Scotti 
(Fuligo spec.) Torulopsis Laurenti 
Font. III J. C. SoBErs | 24/6-'47 Candida Scotti 
(Fuligo spec.) Torulopsis Laurentit 
Ceratiomyxa J. C. SoBELs | 24/6-’47 Torulopsis Laurentit 
fruticulosa 
Physarum confertum J. C. SoBEts | Spores 22/2-’47 Torulopsis Laurentit 
Amibes 1/3-'47 
Plasmodes 
10/10-'47 
Fuligo septica P. NIEUW- 9/1-'48 Saccharomyces 
porP, Delft cerevisiae 
Badhamia Digs Awa: 10/3-'48 Rhodotorula minuta — 
utricularis I et II VAN DER LEK, Torulopsis Laurentti 
Wageningen 
Fuligo septica J. C. Sopers | 28/9-’48 Bactérie K.A.6 


(tan) 


Torulopsis Laurentit 


Badhamia utricularis (souche jaune). 

Des traces d’une culture sauvage de ce plasmode, nous avons 
isolé environ une quinzaine de germes dont des levures et des 
bactéries. Sept seulement de ces organismes se sont montrés capa- 
bles d’une asscciation avec le plasmode sur gélose aux flocons 
d’avoine. En particulier Torulopsis Laurent, a donné, au plas- 
mcde, les caractéres suivants: Les levures sont totalement phagocy- 
tées par le plasmode, qui fait preuve d’une bonne croissance ac- 
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0. 
n culture associée. 
aT 


Temps maxi- E 
Pigmentation: | Age deculture:| mum entre Soh ceraelce Fructifications: 


: la culture: 
2 repiquages: 
SSS SSS 


jaune-vif + 34 ans 2-4 semaines | vivant nombreuses, 

jaune-pale brun-foncé 

incolore 

jaune-vif + 3 ans 2-4 semaines | vivant un aethalium 

incolore irrégulier, 
blanc-rougeatre 

jaune-vif + 3 ans 2-4 semaines | vivant — 

incolore 

jaune | 1 mois | —- | mort | —- 

jaune (amibes) $4an | 2-4 semaines | vivant 2 fois, 

y 

ncolore (plasm.) 24 ans brun-foncé 

ncolore + 24 ans 2-4 semaines | vivant 

jaune-vif 

aune-orange | + 2 ans 2-3 semaines | vivant nombreuses, 
brun-foncé 

aune + 14 ans 2-3 semaines | mort a 

ncolore 


ES ——————EEE—E———————_—————S 
compagnée d’un important déplacement. On note une perte de la 
pigmentation du plasmode. De jaune au début de la culture, il 
passe au jaune-pale puis se décolore. 


Souches Font. I et Font. III. 

Ces deux plasmodes peuvent fusionner, et nous supposons que 
ce fait indique une identité d’espéce. Pourtant, étant donnée 
Vorigine différente de chacun d’eux, nous avons préféré leur garder 
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l’appellation de souches Font. I et Font. III. Des traces de ces 
deux plasmodes, nous n’avons isolé aucun organisme capable de 
leur étre associé sur milieu F.A. Les cultures mixtes de ces plas- 
modes ont été effectuées en présence de T. Laurentii et de Candida 
Scottit. Cette derniére levure avait été isolée des traces d’un plas- 
mode orange récolté 4 Fontainebleau mais perdu par la suite. 


Ceratiomyxa fruticulosa. 

Ce plasmode cultivé sur milieu a la gélose non lavée, en présence 
de T. Laurentii donne un faible développement et une croissance 
peu importante, bien que la levure soit phagocytée. Les différentes 
cultures associées ont tout d’abord donné un petit plasmode jaune, 
puis ont péri en un mois. Nous n’avons pas trouvé, pour ce myxomy- 
céte, des conditions favorables a la culture associée. 


Physarum confertum. 


Nous avons semé des spores d’un myxomycéte inconnu, sur un 
milieu G.L. cl poussait Badhamia utricularis. Nous avions déposé 
les spores devant le Badhamia, pensant ainsi favoriser leur germina- 
tion. Deux jours aprés l’ensemencement, les spores s’€taient vidées. 
Aprés 4 jours, nous avons supprimé le Badhamia et nous pouvions 
bient6t (aprés une semaine), voir la surface de la gélose se couvrir 
de myxamibes. Nous avons conservé vivantes ces myxamibes 
pendant 6 mois, en les repiquant réguliérement. Les amibes péné- 
traient pour se nourrir dans des colonies de bactéries associées 
naturellement (quelquefois une amibe pour une colonie). Dés cet 
instant, la division des myxamibes était trés prononcée et on les 
vcyait bient6ot pulluler sur le milieu alors que les colonies bactérien- 
nes disparaissaient. Les myxamibes sont également capables de 
phagocyter T. Laurentit. 

De temps a autre, on note un groupement des amibes, qui pour- 
tant ne fusionnent pas. Mais, aprés une vague de chaleur pendant 
l’été de 1947, les amibes ont donné naissance 4 un plasmode blanc, 
trés petit. Ce plasmode se cultive bien en culture associée avec 
T. Laurentit, il s’est, sur la gélose lavée de la premiére culture 
associée, pigmenté en jaune clair, puis, plus tard, sur gélose aux 
flocons d’avoine, il s’est coloré en jaune. 


Fuligo septica. 
Ce plasmode, cultivé en culture associée avec S. cerevisiae 
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sur flocons d’avoine, peut donner des sclérotes jaune-foncé et il 
n’a jamais fructifié. 


Badhamia utricularis (souches I et II). 

Ces deux plasmodes jaune-orange, peuvent fusionner ensemble, 
mais, par contre, ils se montrent incapables de fusionner avec la 
souche jaune de B. utricularis. Il s’agit certainement de deux races 
physiologiques différentes. Des traces du Badhamia souche II, nous 
avons isolé une levure rouge, Rhodotorula minuta, qui est trés 
favorable a la culture associée des plasmodes des souches I et II. 
Pour réaliser les cultures associées, nous avons remarqué qu’il était 
nécessaire d’ensemencer Rhodotorula minuta immédiatement avant 
de procéder au repiquage des plasmodes. 

T. Laurentit est aussi phagocyté par les plasmodes, mais, en 
culture associée sur flocons d’avoine, T. Laurentit pousse plus vite 
et submerge bientét le plasmode. On conserve également ces plas- 
modes en culture sauvage sur milieu F.A. 


Fuligo septica (souche isolée du tan). 

L’habitat naturel de ce plasmode est le tan. De couleur jaune 
intense, on le trouve sous la surface des tas, sur une épaisseur de 
10 a 15 cm de profondeur. Le pH de ce substrat est de 6, et sa 
température, crée par les fermentations des germes qui y sont 
contenus, est trés favorable au développement du plasmode. Nous 
avons, en septembre 1948, noté les températures du tan a différentes 
profondeurs. A la surface: 18°C.; 4 5 cm de profondeur: 20° C.; 
entre 10 et 15 cm: 25°C.; a 20 cm: 30°C. On comprend que dans 
de telles conditions, le plasmode se développe particuliérement bien. 

Ce plasmode est trés difficile 4 purifier, surtout, il est difficile de le 
débarasser des champignons filamenteux et des nématodes. En 
culture, il perd son pigment et s’affaiblit. Malgré cela, nous avons 
conservé la culture sauvage sur gélose non lavée pendant 8 mois. 
Nous nourrissions cette culture avec un mélange de 7. Laurentit, de 
S. cerevisiae var. ellipsoideus et d’une bactérie isolée des traces. Bien 
que ce mélange soit bien phagocyté, le plasmode se développe mal 
et reste incolore. Nous sommes, en repiquant de nombreuses fois 
le plasmode sur gélose lavée, arrivée 4 le débarasser enfin des 
nématodes et des champignons. Cette culture ainsi purifiée, est 
associée avec T. Laurentii et aprés un repiquage sur gélose aux 
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flocons d’avoine, le plasmode a repris sa pigmentation jaune. Nous 
avons conservé cette culture associée pendant 9 mois au bout 
desquels elle a dépéri. 


3. REMARQUES SUR L’ASPECT DES PLASMODES EN CULTURE 

ASSOCIEE. 

Au début de nos expériences, nous faisions les cultures associées 
en fioles d’Erlenmeyer de 100 cc. Mais dans ces flacons, le desséche- 
ment et l’épuisement du milieu sont trop rapides. C’est pourquoi, 
par la suite, nous avons toujours employé des tubes larges du type 
que nous avons décrit chapitre I sous le n° 3. 

Les plasmodes, qui en culture associée sont d’un aspect trés 
semblable, recouvrent en une semaine toute la surface du milieu. 
Dans le fond du tube il y a toujours 2 ou 3'cc de liquide. A notre 
avis, cette eau est produite par le métabolisme du plasmode. Ceci 
expliquerait l’extréme humidité de leurs substrats naturels. 

Aprés 2 semaines de culture associée, la gélose du milieu F.A. 
commence 4a se lyser, et aprés 3 semaines, le milieu est épuisé et on 
voit le plasmode monter sur le verre du tube. On observe rarement 
de fructification sur milieu F.A. La durée d’une culture associée 
peut-étre de 3 a 6 semaines. I] est bon de procéder au repiquage 
avant le déclin de la culture. 

I] arrive qu’a la suite des circonstances que nous mentionnons ci- 
apres, le plasmode d’une culture associ¢e soit en danger de mort. 
I] est possible, le plus souvent de sauver la culture. 

La premiere des circonstances pouvant entrainer la mort du plas- 
mode, est un développement trop intensif de l’organisme associé. 
Ce développement inhabituel peut étre dd, soit a la sélection d’une 
souche de micro-organisme impropre 4 la nourriture du plasmode, 
soit au fait que le plasmode ne s’adapte pas au milieu de culture. 
D’aprés HowarbD et CuRRIE (33), l’organisme associé d’une culture 
mixte de plasmode, peut étre phagocyté sur un milieu donné et ne 
pas l’étre sur un autre milieu. Ceci peut également étre une cause 
de développement inconsidéré de l’organisme associé. 

On peut obvier a cet inconvénient, en repiquant plusieurs fois 
sur gélose lavée, puis en réalisant une nouvelle culture associée 
avec un micro-organisme favorable. 

La deuxiéme circonstance pouvant amener la mort du plasmode 
est l’intoxication par les produits de son métabolisme. Cette mort 
s’annonce par une modification de la couleur du plasmode qui 
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devient de rouge a brun-foncé. Si il subsiste encore quelques points 
jaunes dans le plasmode, il est encore possible de sauver la culture. 
On peut pour cela procéder de deux maniéres: 1) On dépose a cété 
d’un de ces points jaunes, un fragment de milieu G.nL. neuf. Le 
plasmode grimpe aprés ce bloc qu’on peut par la suite transporter 
dans un autre tube, sur milieu F.A. neuf. 2) On peut également 
repiquer un des points jaunes du plasmode sur milieu G.nL. Dans 
ce milieu la substance toxique diffuse de l’inoculum et se dilue dans 
le milieu. Dans la plupart des cas, on voit le plasmode jaune sortir 
de l’inoculum. On peut alors repiquer sur milieu F.A. neuf. 

On peut conclure de ces expériences, qu’il est possible de con- 
server indéfiniment une culture associée de myxomycéte. Nous 
sommes en cela, de l’avis d’auteurs modernes comme Howarp, 
SEIFRIZ et COHEN. VOUK, en 1913, pensait qu’il n’était pas pos- 
sible de garder longtemps vivantes des cultures de plasmode, bien 
qu’avant lui, Kress (40) et Bruck (13) en aient conservées pendant 
des années. 


CHAPITRE VIII: 
ETUDES SUR LES CULTURES PURES DE PLASMODES. 


Ce chapitre comprend |’étude du comportement de différents 
plasmodes en présence, soit de micro-organismes, soit d’extraits 
divers. 


1. BADHAMIA UTRICULARIS (SOUCHE JAUNE). 


Pxpervence: |: 

Nous avons dans l’expérience dont les résultats sont récapitulés 
dans le tableau 21 (p. 184-185), effectué des cultures pures de B. 
utricularis en présence de micro-organismes isolés de ses traces et 
tués. Les suspensions de micro-organismes sont tuées par un 
chauffage de 15 minutes a 100°C. Les cultures sont effectuées 
sur milieu G.L. incliné contenu dans des tubes larges. 

Dans l’ensemble, les plasmodes ont beaucoupdedifficultés a quitter 
l’inoculum, les suspensions de micro-organismes sont mal digérées. 
Le déplacement est trés lent et pour ainsi dire nul aprés 2 semaines. 
Dans presque toutes les cultures, la pigmentation jaune a disparu. 
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TABLEAU 
apres: 4 jours 7 jours 1] jours 13 jours 
Suspension tuée: cr. dépl.| cr. dépl.| cr. dépl: | cr. dépl 
Sarcine _ set [ee = 4 4 |<} 1 
Diplocoque jaune 3 2 1 3 
Staphylocoque 2 4| 3 1 4 2 3 24 
Bactérie Gram — 4 4/1 2} ee ay 64 
Levure 4 t | 4 ss 3 ome 4 1 
Sarcine-Bactérie Gram — i 4 | — 4) — we 3 2k 
Sarcine-Staphylocoque 4 4| 3 Be 
Sarcine-Levure 4 i */— =— 4 2 ae 9 
Levure 4-Diplocoque jaune — ee = 3 1 3 3h 
Levure 4-Bactérie Gram — $ 4 | 14 24/1 3 | 14 


+: mort 


La structure des plasmodes présente un réseau peu dense de veines 
fines dont la couleur varie, suivant les cultures, de jaune-pale a 
incolore. Le développement optimum se rencontre entre le 13éme 
et le 16éme jour. 


Poe edel Cn) Gee 2. 


C’est une culture pure de B. utricularis en présence de suspension 
tuée 10 min. a 100° C. d’ Escherichia colt avec et sans addition d’ex- 
trait facteur V 4). 

Le tableau 22 (p.186) montre quel’optimumde la croissance se situe 
entre le 7éme et le 9me jour. Le déplacement du plasmode est lent 
dans toutes les séries. Si, aprés 12 jours, on redonne aux plasmodes 
une nouvelle nourriture, semblable a celle qu’on leur avait donnée 
au début de l’expérience, on voit le déplacement s’améliorer mais le 
développement rester faible. Nous avons gardé ces cultures vivantes 
pendant 3 semaines. E. coli est dans l’ensemble bien digéré par le 
plasmode, mais celui-ci n’en tire pas parti pour se développer. La 
gélose est partiellement lysée et les plasmodes qui ont perdu leur 
pigmentation n’ont plus aucune ressemblance avec celui que 1|’on 
peut observer dans les cultures associées. 

Avec des suspensions de T. Laurentii, de Candida Scottii et d’un 
Gonocoque, nous n’avons obtenu que de mauvais résultats. 


1) 100 g de levure de boulanger mélangés avec 100 cc d’eau_bidistillée 
sont portés a pH 3,8 et extraits 1 4 2 heures 4 70—80° C. Aprés neutralisa- 
tion et filtration on répartit et on autoclave 15 min. & 115°C. 
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i. 
16 jours 29 jours | 35 jours 

Pi ion: j 
rT. dépl.| cr. dépl.| cr. dépl. igmentation Remarques: 


4 3 3 | 13 — | jaune-pdle mal digérée 
6$ | 2 21 i — | jaune-pAle partiellement digérée 
t al ee 18 8 — | jaune complétement digérée 
$ 94 | 1} 12 4 — | incolore complétement digérée 
-7 2 + 24 incolore mal digérée 

3 4 | 13 21 1 — | jaune complétement digérée 
= aan for 
— —| 3 44/1 + | brun mal digérée 

4 LY 1} 17 3 — | jaune complétement digérée 
t 11 | 1} 20 3 — | jaune complétement digérée 


Expérience 3. 


Nous avons cultivé une culture pure de B. utricularis de la souche 
jaune sur un milieu contenant: Série I: 6 gouttes d’extrait facteur V 
pour 10 cc de milieu G.L. et, série II: extrait aqueux de T. Laurentti 
5% dans le milieu G.L. Le tableau 23 (p. 186) mentionne les résultats. 

Nous n’observons pas dans ces chiffres d’optimum de croissance, 
mais nous voyons qu’aprés 2 semaines, le développement diminue 
et que la culture reste longtemps vivante (7 semaines). Au début 
de la culture, on voit de légéres différences entre le développement 
des séries I et II, ces différences disparaissent par la suite. 

Ces cultures n’ont pas perdu leur pigmentation, et elles présentent 
un réseau dense. Le déplacement du plasmode est régulier, mais il 
n’est pas trés rapide. 

Ces cultures ressemblent 4 celles obtenues avec L. flexuosa 
sur milieux peptonés et sucrés. 

Nous avons répété cette expérience dans des conditions sembla- 
bles. La pigmentation était beaucoup moins bonne, et le plasmode 
s’est épuisé rapidement. 

Parallélement, nous avons cultivé B. utricularis sur milieu G.L. 
additionné de 1% de malt et de quelques gouttes d’extrait alcoolique 
de levure pour 10 cc de milieu. Bien que le déplacement du plas- 
mode ait été assez rapide, le développement n’a pas été important 
et la pigmentation est disparue. 


Johanna C. Sobels, 


186 


A 


il Geeks 


Tat ist | ist ist 
rloa | leg 


oO 
ko ioa | st rfoo 


1 9H9S 


:uorze} | ‘Idep “10| [d9p “19 | [dep ‘10 | ‘[dep ‘Idep “19 | ‘Id9p ‘Tdgp “10 


sinof gg | sanof ¢z | sanof 6f | sanof #7 | sanol o7 


‘Tdap) | si9)|h [dap «10 ‘dxq 


-uswsIq | sinof gp | smofl gg sanof 1, sinol ¢ :soide 


‘$6 OVATAVL 


‘QIO[QOUL & o1}ePIOA opoulse[g 


v 


(g 

‘egn} 109 “gq ep uotsuedsns oun 9aAe TIINON (2 
‘agqooguT einynD (; 

‘grqeinsow snjd 4so,u yuowosetdep af : — 


4 § 4 1E © # [a mojoey 
t t $ 1E £ | yexx0 
41 aod T| #1 = | seqqnose 
t $0 E  S9 S| ee 
II 8119S 
— fe)! Wb | — Gog ler ne oe tee ue ee ey es 
a (s¥3 (oer 421 9 Zt Peeler t 409 “3 


I 8119S 


DiGkeyey 26) "dxay 


*jdap | “10| [dep 10 |“|dap a0 |Pidsp W104 jdepri9,|aideple aoe idopmeero 


sinof ¢z | samof gj | simol gj{ | sanofl 6 sinof 1, sinof ¢ sinol ¢ 


“{dap! 219 


sinol gp 


66 NVATAVI 


Nutrition de quelques Myxomycétes. 187 


Expérience 4, 


Nous avons ici, mis en culture un plasmode de B. utricularis 
dépigmenté sur de la gélose lavée additionnée respectivement de 
1, 2 et 3 gouttes d’extrait alcoolique de jaune d’ceuf ) pour 10 cc 
de milieu G. L. (tableau 24: série I, II et III). 


TABLEAU 24. 

fae 2 jou 6 jours 12 jours 42 jours Pigmen- 
ee. dépl. j-cr, dépl, |scr.. edépl. | cr. - dépl. tation: 

Série I L | + — 1 120-02 incolore 
i 2 | 1 3 | >t 4 | 0,01 8 incolore 

Série II | + — | - = | 3 1 | 0,01 10 | incolore 
i t <3 1 | 0:03 7 | incolore 

SérieIII| $ — | 4 — | 14 4 | 0,04 15 | incolore 


—: déplacement nul aprés 2 jours et 6 jours. 


Les plasmodes ont fait preuve d’une faible vitalité, ils se sont 
déplacés lentement et sans croissance. Le développement le meilleur 
se rencontre sur le milieu additionné de 3 gouttes d’extrait (série ITI). 
Nous n’avons pas fait d’observations entre le 12éme jour et la 6¢me 
semaine de la culture, mais on voit aux chiffres que le déplacement 
pendant ce laps de temps a été trés faible. Le plasmode n’a pas 
retrouvé sa pigmentation. I] ne lyse pas la gélose. 


Ces différentes expériences montrent qu’il n’est pas possible de 
cultiver B. utricularis (jaune) en culture pure, ni en présence 
d’organismes tués, ni sur des milieux contenant des extraits de 
nature diverse. 

A notre avis, il doit exister une relation trés importante entre la 
perte dela pigmentation de ces plasmodes et l’impossibilité de les 
cultiver en culture pure. Ils se comportent trés différemment des 
cultures pures de L. flexuosa. 


Expérience 5. 

Nous avons voulu, a la suite des résultats obtenus dans les ex- 
périences précédentes, essayer de rendre aux plasmodes dépigmentés, 
leur couleur premiére. Nous avons en premier lieu, cultivé un 


1) Solution alcoolique de jaune d’ceuf: on émulsionne 10 cc de jaune d’ceuf 
dans 90 cc d’alcool a 90° (90%), on laisse reposer et on décante. 
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plasmode depigmenté de B. wtricularis pur, sur milieu G.L., en 
association avec les micro-organismes isolés des traces de la culture 
Sauvage de ce plasmode. Nous donnons les résultats dans le 
tableau 25. 

Dans tous les cas le développement n’est pas satisfaisant, la 
phagocytose des organismes associés n’est que partielle. Les plas- 
modes n’ont pas retrouvé leur pigmentation. 


Expérience 6. 


Nous avons essayé dans cette expérience de combiner par deux, 
les organismes associés au plasmode dans l’expérience 5, dans 
l’espoir d’obtenir des résultats plus satisfaisants (tableau 26). 


TABLEAU 26. 
: E apres 4 jours aprés 16 jours 
Suspension vivante: : . : : : Remarques: 
croiss.dépl.pigment | croiss. pigment 
Levure 4-Sarcine 24 9% jaune-pale 2 incolore phagocytose 
compléte 

Levure 4-Diplocoque jaune | 2} 5 jaune-pale 2 incolore idem 
Levure 4-Diplocoque créme | 54 9 incolore sclér. jaune-pale idem 
Levure 4-Bactérie Gram — | 6 28 incolore $ incolore idem 
Sarcine-Bactérie Gram — 14 7 jaune 14 jaune-pale idem 


Dans l’ensemble, le développement et le déplacement des plas- 
modes sont meilleurs que ceux obtenus avec les organismes em- 
ployés seuls. Pourtant on ne note pas de récoloration du plasmode 
dépigmenté qui reste jaune-pale ou incolore. La gélose du milieu 
est trés fortement lysée. 


Expérience 7. 

Les plasmodes de l’expérience 6, ne sont pas encore comparables 
a ceux que l’on obtient en culture sauvage. C’est pourquoi nous 
avons essayé de cultiver un plasmode de B. utricularis dépigmenté 
en association avec chacun des organismes donnés dans les expé- 
riences précédentes, mais en effectuant la culture sur gélose aux 
flocons d’avoine (tableau 27, p. 190). 

Nous avons obtenu dans cette expérience de bons résultats. La 
pigmentation revenait dans presque toutes les cultures, et l’aspect 
des plasmodes rappelle beaucoup celui qu'il présente dans les 
cultures sauvages. 
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TABLEAU 27. 
apres: 9 jours 26 jours : i 

: : - —_—_—_—_—_|—___—_——__] Pigmentation: 
Micro-organisme associé: croissance croissance 
Sarcine 3 sclérote jaune-foncée 
Diplocoque jaune i + jaune-pale 
Staphylocoque (blanc) 4 5 jaune 
Levure 4 + sclérote jaune-pale 
Bactérie Gram — 2 15 jaune 
Bactérie Gram + 3 6 jaune 
Levure 4-Sarcine + 2 jaune-pale 
Levure 4-Diplocoque jaune 3 4 jaune-clair 
Levure 4-Diplocoque créme i 4 jaune-clair 
Levure 4-Bactérie Gram — 24 16 jaune 
Sarcine-Bactérie Gram — 3 18 jaune 


Si donc nous donnons a un plasmode de B. utricularis dépigmen- 
té, des organismes non seulement vivants, mais de plus, sur un 
milieu ou ils sont capables de se développer, nous assistons a une 
bonne croissance du plasmode (Fig. 17). Sinous associons le plasmode 
a ces mémes organismes sur un milieu quine favorise pas leur crois- 
sance, le développement du plasmode est mauvais. Nous pensons 
que ce sont la des phénomeénes qui indiquent un parasitisme. 


Je SOUCHE FONi-w:: 

Nous avons effectué toutes les cultures mentionnées ci-dessous 4 
partir d’une culture pure d’un plasmode dépigmenté. 

En premier lieu, nous avons cultivé le plasmode sur un milieu 
G.L., en présence d’une suspension de T. Laurentw stérilisée (ta- 


bleau 28). 
TABLEAU 28. 
apres: | 2 jours 5 jours 15 jours | 17 jours | 21 jours | Pigmen- 
Milieu de culture:| cr. dépl.|cr. dépl.|cr. dépl.|cr. dépl.|cr. dépl.| tation: 


G.L. + suspen- 
sion stérilisée 


de T. Laurentii 4 —|2 3 64 >}) — | jaune-pale 
idem 4 3 } 24 #1) — | incolore 
i 1 ale 3 
idem 4 4 t 


1) expérience terminée. 
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Le tableau montre que la souche de plasmode ensemencée ne se 
développe pas. I] n’y a ni croissance, ni déplacement. Le plasmode 
ne reprend pas sa pigmentation. 

De méme, nous avons obtenu des résultats tout aussi mauvais 
en cultivant le plasmode sur des suspensions stérilisées de Candida 
Scotti et de T. neoformans. 

Nous avons essayé, comme pour B. utricularis, de cultiver le 
plasmode dépigmenté de la souche Font. I. sur différents extraits 
(Extrait facteur V, extrait alcoolique de levure et extrait de jaune 
d’ceuf). Les résultats sur ces milieux n’ont pas été meilleurs qu’avec 
la suspension stérilisée de T. Laurentit. Le plasmode d’une des 
cultures sur milieu additionné d’E.A.L. a fortement lysé la gélose. 
Sur un méme milieu, mais de plus xylosé, nous n’avons pas observé 
de lyse de la gélose. 

En associant au plasmode de la souche Font. I., sur milieu G.L., 
des T. Laurentii vivants, les résultats sont légérement différents, 
en ce sens que le plasmode phagocyte bien la levure associée et se 
développe bien, mais il ne regagne pas son pigment. Sur gélose aux 
flocons d’avoine, par contre, la méme culture associée permet au 
plasmode de reprendre son pigment. I] ressemble alors tout-a-fait 
a un plasmode en culture sauvage. 


3. PHYSARUM CONFERTUM. 

Tous les résultats des expériences effectuées en culture pure avec 
ce plasmode, sont négatifs. Il est capable de digérer une suspension 
de T. Laurentii tuée par chauffage de 10 minutes a 100° C., mais il 
ne s’ensuit qu’une faible croissance et la pigmentation est disparue. 
Sur milieu G.L. additionné de 10% d’extrait alcoolique de levure, 
on observe une lyse de la gélose, lyse qu’on ne voit pas si ce méme 
milieu est xylosé 4 0,5%. Dans les deux cas il n’y a pas de déve- 
loppement. 

La culture pure prolongée d’un tel plasmode est pratiquement 
impossible dans ces conditions. 


4. FULIGO SEPTICA. 

Les résultats obtenus avec ce plasmode, sont exactement com- 
parables 4 ceux obtenus avec le plasmode précédent. 

La conclusion que l’on peut tirer des essais de culture de ces 
trois derniers plasmodes, est en tous points la méme que celle que 
nous avons donnée pour B. uéricularis souche jaune. 
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5. METHODES COMPLEMENTAIRES DE PURIFICATION DES 
PLASMODES. 

Pour éviter les nombreux repiquages sur gélose lavée inhérants 
a la méthode de purification habituellement employée et pour 
détruire les bactéries difficiles 4 éliminer, nous avons mis au point 
une technique nouvelle. 

Nous avons tout d’abord essayé sans succés trois méthodes dont 
la premiére consistait simplement a traiter la culture de plasmode par 
le milieu de Raulin (69), en la recouvrant de cette solution. Le plas- 
mode arréte de se développer, mais les bactéries restent vivantes. 
La seconde méthode, mettait en ceuvre le sulfamide 1162F, aux 
concentrations de 1.10-% et 1.10-4. Ni le plasmode, niles bactéries ne 
souffrent de la présence de ce produit. Un traitement de la culture 
de plasmode pendant 20 minutes avec de l’eau oxygénée a 6 ou 12 
volumes 4), donne seulement une contraction du plasmode qui reste 
vivant, les bactéries ne sont pas tuées. Sion fait agir l’H,O, pendant 
un temps plus long que 20 minutes, seul le plasmode meurt. 

Nous avons enfin utilisé avec succés la méthode qui consiste a 
faire agir le mélange pénicilline (10 U.O.) - streptomycine (10 U.G.) 
dilué dans 10 cc d’eau bidistillée stérile. Aprés un contact de 24 
heures, ce liquide est enlevé, et le plasmode est repiqué le jour 
suivant (SOBELS (85)). 

Malgré l’efficacité de cette derniére méthode, il ne nous a pas 
encore été possible de conserver les quatre derniers plasmodes en 
culture pure. 


6. CULTURE PURE DE BADHAMIA UTRICULA RIS (souches [ et II). 


Ces plasmodes sont caractérisés par le fait qu’ils gardent leur 
pigmentation, quelles que soient les conditions de culture. Is sont 
faciles a purifier par 5 ou 6 passages sur gélose lavée. 

Les cultures pures des plasmodes des souches I et II différent peu. 
Les plasmodes peuvent se fusionner mais montrent malgré tout 
quelques différences d’ordre physiologique. Si ils lysent l’un et 
l’autre la gélose, le plasmode de la souche I la lyse en laissant une 
surface ondulée et visqueuse, alors que le plasmode II la lyse par 
petits trous séparés. Ces deux plasmodes ressemblent beaucoup au 
L. flexuosa que nous avons perdu. 


1) Un volume d’eau oxygénée & 12 volumes par exemple, peut dégager 
12 volumes d’oxygéne. 
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Exp érienc eet: 

Elle montre (tableau 29, p. 193) l’action sur la culture pure des 
souches I et II, de suspensions de 7. Laurentii et de Rhodotorula 
minuta stérilisées (15 min. a 120°C.). 

Les plasmodes digérent bien les suspensions de levures tuées et 
se développent aussi bien en présence du 7. Laurenti tué qu’en 
présence du R. minuta tué. Au début, la digestion des levures se 
fait lentement, mais par la suite, les plasmodes s’adaptent a cette 
nourriture. Ils se développent bien et montrent un déplacement 
rapide. Aprés une semaine, la totalité des suspensions est mangée 
et il est indispensable d’en donner de nouveau. Quand la culture 
est 4gée, on voit le plasmode monter sur le verre du tube de culture 
pour y former un sclérote comme une faucille (Fig. 6, photo 5). 

Nous conservons des cultures pures de ces Badhamia depuis un 
an et demi en les repiquant toutes les 2 ou 3 semaines. Nous les 
nourrissons soit de suspensions de T. Laurentit tué, soit de suspen- 
sions de R. minuta tué, soit encore, et c’est 1a leur nourriture préfé- 
rée, du mélange des deux levures tuées. 


Px perie nse 602. 


Nous avions, en juin 1948 a Paris, fait une suspension de T. Lau- 
ventit stérilisée, et nous gardions depuis, cette suspension a la 
glaciére. Aprés avoir vérifié en novembre 1949, la stérilité de la 
suspension, nous l’avons donnée comme nourriture 4 un plasmode 
de la souche I de B. utricularts. Nous voulions par cette expérience, 
savoir si la suspension qui avait été incapable de faire développer 
les plasmodes de B. utricularis souche jaune, de Font. I., de Physa- 
rum confertum et de Fuligo septica, se montrait également incapable 
de faire pousser le plasmode de la souche I de B. utricularis. 

Or, le développement de B. utricularis souche I, a été tout aussi 
bon sur l’ancienne suspension que sur une suspension récente de 
IT. Laurent stérilisée. Nous pensons pouvoir conclure que la sus- 
pension n’était nullement responsable du mauvais développement 
des plasmodes cultivés 4 Paris. Ce mauvais développement était 
simplement di a des qualités physiologiques propres a ces plas- 
modes. Notons en outre, le fait intéressant, que la suspension de 
levure expérimentée, a été conservée stérile pendant 17 mois dans 
un tube simplement bouché par un couvercle de Capsenberg. 


La grande conclusion que l’on peut tirer de ces différentes ex- 
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périences, c’est qu’il existe 2 groupes de plasmodes parmi ceux que 
nous avons utilisés: 

Groupe I: Il comprend les plasmodes qui sont a la fois para- 
sites et saprophytes. Ces plasmodes se laissent facilement purifier. 
Us sont parasites quand ils sont cultivés en culture associée avec 
un organisme vivant; ils sont saprophytes lorsqu’ils sont cultivés 
en culture pure et nourris de micro-organismes tués. 

Groupe II: Ce groupe ne comprend que des plasmodes para- 
sites obligatoires. Ils sont trés difficiles 4 purifier, leur culture pure 
en présence d’organismes tués ne peut pas se conserver. Seule la 
culture associée avec des micro-organismes vivants est possible. 
La perte de pigmentation est certainement liée au parasitisme de 
ces plasmodes. 

Le tableau 30 résume le comportement des différents plasmodes. 


TABLEAU 30. 
Purifica- | Cultures associées Cultures pures , 
Souches de ae ca Tay = ren erat = aera , " Condition 
on = 2 : 
myxomycétes: Bits ped al Pee aphex Pe de vie: 
passages: | pement: tation: | pement: tation: 
Licea flexuosa facile bon jaune- | bon jaune- | parasite- 
orange orange | saprophyte 
B. utricularis difficile bon jaune | mauvais_incolore | parasite 
(jaune) 
Font. I difficile bon jaune | mauvais_ incolore | parasite 
Physarum confer- | difficile bon jaune | mauvais_incolore | parasite 
tum 
Fuligo septica difficile bon jaune | mauvais_ incolore | parasite 
B. utricularis IT facile bon jaune- | bon jaune- | parasite- 
orange orange | saprophyte 
B. utricularis II” | facile bon jaune- | bon jaune- | parasite- 
orange orange | saprophyte 


Les différences qui séparent les deux grands groupes que nous 


avons définis plus haut, n’existent pas seulement entre des espéces 


* de myxomycétes, mais on les rencontre également a ’intérieur d’une 


méme espéce (B. utricularis). L’espéce est ainsi divisée en deux 
races qui possédent des propriétés physiologiques différentes. 
Divers auteurs, sont arrivés aux mémes conclusions que nous, 
mais on n’a jamais signalé, a notre connaissance, de division d’une 
méme espéce en races physiologiques possédant des propriétés sem- 
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blables a celles que nous signalons pour B. utricularis (MANGENOT 
(50), DALLEUX (21), SEIFRIZ et ZETZMANN (75), GRAY (26)). 

Nous pensons pouvoir, en terminant ce chapitre, établir un 
paralléle entre les observations que nous avons faites sur la pigmen- 
tation et les conditions de vie du B. wtricularis, et la pigmentation 
et les conditions de vie de certaines espéces de protozoaires flagellés. 
Ces derniers, en effet, sont autotrophes lorsqu’ils sont pigmenteés, 
alors qu’ils sont obligatoirement saprophytes lorsqu’ils ont perdu 
leur pigmentation. 


(HA DEE Rel xe 


ACTION INHIBITRICE DES PLASMODES SUR CERTAINS 
MICRO-ORGANISMES. 


Des observations que nous avons pu faire, soit dans la nature, 
soit au laboratoire, nous avons pu conclure que les plasmodes 
sont non seulement capables de phagocyter les organismes qui 
les entourent, mais qu’ils doivent également étre capables d’en 
arréter la croissance. Nous avons observé en forét de Fontainebleau 
le fait que les arbres morts, tombés sur le sol, sont tout d’abord 
attaqués par les champignons du bois, puis ensuite par des myxomy- 
cétes. Quand ces derniers ont envahi le bois, on ne trouve plus de 
trace des champignons qui les avaient précédés. ELLIOT et ELLIOT 
(23) ont fait une observation semblable en suivant la pourriture 
d’une branche morte de Chéne. 

Dans des cultures sauvages de plasmodes conservées au labora- 
toire, on voit rarement se développer de micro-organismes, pas plus 
ceux qui sont asscciés au plasmode que de germes contaminants. 
Les colonies des micro-organismes cultivés en association avec un 
plasmode, sont rarement visibles quoique bien cultivables. Ce fait 
fut observé avant nous par VouK (89), puis par Howarp (30). Ces 
deux derniers auteurs, pensaient méme étre en présence de cultures 
pures de plasmodes. COHEN en 1939, reprenant un avis de NADSON, 
démontre qu’il n’en est rien, et que si les organismes associés ne 
sont pas visibles, ils n’en sont pas moins présents. 

Lorsque dans une culture associée, il se produit une infection 
fortuite par un champignon, et que le plasmode passe sur celui-ci, 
le développement du champignon est inhibé. 

Cette action inhibitrice du plasmode doit étre due a une substance 
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toxique provenant de son métabolisme. Le plasmode lui-méme 
souffre de la présence de cette substance dans le milieu. Lorsque 
la concentration de cette substance devient toxique, le plasmode 
émigre, ou si cette migration lui est impossible (cultures) il est tué. 

Nous avons tenté de reproduire expérimentalement les faits 
observés ci-dessus. 


Rx périence-l, 


La premiére expérience que nous avons réalisée, a été faite avec 
un plasmode de B. utricularis, souche jaune. Le plasmode prélevé 
sur le verre du vase oti il était cultivé, est tué par un séjour de 20 
minutes dans de l’eau oxygénée a 12 volumes. Le plasmode tué est 
transporté sur une plaque de gélose lavée, contenue dans une boite 
de Petri, afin d’y laisser diffuser la substance active. Cette boite 
est ainsi gardée pendant 5 jours a la température du laboratoire. 
Aprés ces 5 jours, la gélose qui se trouve aux abords immédiats du 
plasmode, est découpée en petits cubes. Six de ces cubes sont 
entassés au centre d’une boite de Petri contenant une gélose a 
0,5% d’extrait de malt ensemencée avec une suspension de T. neo- 
formans. Cette boite de Petri est conservée 24 heures au laboratoire, 
puis portée a l’étuve a 28°C. 

Apres 4 jours d’incubation, on voit que T. neoformans s’est 
développé sur toute la boite, a l’exception d’une zone circulaire de 
10a 15mm ou le développement du Torulopsis était inhibé (Fig. 8). 


Mx petience:2, 

Cette expé¢rience est réalisée exactement dans les mémes con- 
ditions que l’expérience 1. Les seules modifications sont que, 
1) nous sommes partie d’un plasmode de Fuligo septica, 2) ce plas- 
mode était tué par un séjour dans H,O, a 6 volumes de, respective- 
ment, 10, 20, 30 minutes. Aprés une incubation de 3 jours a l’étuve 
a 28° C., nous avons noté sur la boite faite en partant du plasmode 
tué par 10 min. d’H,O,, une zone d’inhibition du développement 
du T. neoformans. La zone notée dans la boite faite a partir du 
plasmode tué 20 minutes était plus petite. I] n’y avait pas de zone 
dans la boite préparée 4 partir du plasmode tué 30 minutes. Dans 
cette derniére boite, les colonies de T. neoformans s’étaient dévelop- 
pées partout sauf sous les blocs de gélose. 

Cette expérience nous permet de conclure que: 1) La substance 
active doit étre détruite par un séjour trop prolongé dans l’eau 
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oxygénée, 2) Ce n’est pas l’eau oxygénée elle méme qui est respon- 
sable de l’inhibition. 


rex vetience 3; 


Nous donnons tout d’abord, la méthode qui nous a permis d’ob- 
tenir un extrait aqueux de plasmode. En manipulant stérilement, on 
ajoute 5 cc d’eau dans un vase contenant une culture de plasmode 
bien développée. On retire le plasmode de ce vase, puis on le broie 
dans un mortier stérile en présence de 5 cc d’eau et de quelques 
grammes de sable stérile. On laisse macérer ce mélange pendant 
5 heures a la température du laboratoire, puis on le centrifuge. Le 
liquide surnageant est considéré comme I|’extrait aqueux du plas- 
mode. 

Avec cet extrait visqueux et translucide, de couleur jaune clair, 
on prépare des blocs de gélose comme suit. La premiére technique 
employée, consiste simplement a faire tremper des blocs de gélose 
lavée de 4 cm? de surface et de 2 mm d’€paisseur dans cet extrait 
aqueux, et de les y laisser pendant 3 a 4 jours. La seconde, consiste 
a ajouter 15 gouttes d’extrait a 10 cc de gélose lavée fondue. 

L’expérience 3 proprement dite, faisait agir un extrait aqueux 
de B. utricularis (jaune) sur des cultures de T. neoformans en 
plaques de gélose a 0,5% d’extrait de malt. Nous avons employé 
d’une part des blocs de gélose imprégnés par trempage, d’autre 
part des blocs découpés dans des plaques de gélose auxquelles on 
avait ajouté l’extrait aqueux a des températures de 45, 65 et 
90° C. Tous ces blocs avaient une surface égale. 


TABLEAU 31. 
Extrait aqueux de plasmode de: Organisme test: 
Badhamia utricularis (jaune) Torulopsis neoformans 

I..G.L. imprégnée d’extrait aqueux inhibition 

II. G.L. + extrait aqueux a 45° C.“) inhibition 
III. G.L. + extrait aqueux a 65° C. ?) pas d’inhibition 

IV. G.L. + extrait aqueux a 90° C. 1) pas d’inhibition 
témoin: blocs G.L. pas d’inhibition 


1) versé immédiatement, 7) gardé 15 minutes a 65°C. 


Le tableau 31 permet de se rendre compte que la croissance du 
T. neoformans n’est inhibée que dans les plaques I et II, et seule-. 
ment sous les blocs de gélose (SOBELS (84)). Dans les autres séries il 

n’y a pas d’inhibition. La substance active est donc thermolabile. 
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Expérience 4. 


Cette expérience fait agir des blocs de gélose imprégnés d’extraits 
de B. utricularis (jaune), sur des cultures en boites de Petri de T. 
neoformans. La premiére partie de cette expérience a été réalisée 
avec des blocs imprégnés d’extrait aqueux aprés que ce dernier ait 
été filtré sur bougie de porcelaine poreuse (bougie Chamberland 
13). La seconde partie faisait agir des blocs de gélose imprégnés 
d’extrait alcoolique dialysé 24 heures dans un sac de collodion. 
L’extrait alcoolique employé dans la deuxiéme partie de cette 
expérience, a été fabriqué de la méme facgon que |’extrait aqueux, 
la seule différence étant que le plasmode est broyé en présence 
d’alcool a 60° (60%). 

L’extrait passé sur bougie est inactif sur le développement de 
T. neoformans, par contre |’extrait dialysé est actif. Nous concluons 
de cette expérience, que la substance active qui ne passe ni a 
travers la porcelaine poreuse, ni a travers une membrane de collo- 
dion, doit posséder de grosses molécules. 


Expérience 5. 


Nous avons dans cette expérience, fait agir un extrait aqueux 
de plasmode contenu dans un anneau de Heatley sur des cultures 
de T. neoformans et T. Laurentit. 

Les anneaux de porcelaine poreuse (5 mm de hauteur, 7-8 mm 
de diamétre) sont stérilisés au four puis posés au centre d’une boite 
de Petri contenant la culture de l’organisme test. Avant de les 
poser sur la surface de la gélose, on chauffe la base de l’anneau afin 
de le faire parfaitement adhérer par fusion et refroidissement de la 
gélose qui est en contact avec lui. On met stérilement dans ]’anneau 
quelques gouttes d’extrait aqueux de différents plasmodes puis 
on laisse diffuser la substance active en gardant les boites au froid 
pendant 1 ou 2 jours aprés quoi on porte la plaque a une tempéra- 
ture plus favorable au bon développement de l’organisme test. On 
faisait figurer un témoin en mettant dans l’anneau d’une des boites 
quelques gouttes de la méme eau qui avait servi a l’extraction des 
plasmodes. 

On voit par le tableau 32, que non seulement les extraits aqueux 
de plasmodes sont actifs sur T. neoformans, mais qu’ils inhibent et 
plus fortement encore, le développement du T. Laurentii (Fig. 9). 

Si on observe la photographie de la figure 9, on voit que la zone 
inhibée, est bordée de colonies plus grosses que celles qui sont tout 
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TABLEAU 32. 


Organismes test: 


Extrait aqueux Torulopsis Laurentit | Torulopsis neoformans 
de plasmodes: dans Vann, | 202° 24toUF | dans Pann. SHIT 
de l’ann. de l’ann. 
Badhamia utricularis lyse 15 mm lyse 0 mm 
(jaune) 
Badhamia utricularis — — lyse 1 mm 
(jaune) 
Font. I (Fuligo spec.) lyse 30-35 mm?) lyse 1 mm 
Fuligo septica lyse 16 mm lyse 4 mm 
témoin: eau bidist. pas de lyse pas de lyse 
stérile 
1) figure 9. 


a fait extérieures. Nous avions déja observé une telle différence de 
taille chez des colonies qui voisinaient un extrait aqueux inactivé 
par chauffage. Nous pensons que l’extrait aqueux doit contenir 
en plus de la substance inhibitrice thermolabile, une substance 
thermostable, diffusant plus rapidement et capable de stimuler la 
croissance du Torulopsis. Toutefois, ce phénoméne bien que fréquent 
ne se montre pas toujours. 


Expérience 6. 


Nous avons fait agir par la méthode des anneaux de Heatley, 
d’une part, un extrait aqueux de plasmode (B. utricularis, souche 
jaune), d’autre part, l’eau de lavage des milieux ot avaient 
poussé ces plasmodes pendant un mois. Les organismes test étaient 
T. neoformans et T. Laurent. L’eau de lavage était obtenue de 
la fagon suivante: On introduit dans un tube contenant un milieu 
F.A. sur lequel a poussé le plasrhode, 2 cc d’eau bidistillée stérile. 
Cette eau est laissée une heure au contact du milieu en agitant de 
temps a autre. Cette opération est répétée pour 10 tubes et l’eau 
de lavage de ces tubes est centrifugée. C’est le liquide surnageant, 
trés visqueux, que nous avons utilisé. 

Le tableau 33 montre que l’extrait de plasmode aussi bien que 
l’eau de lavage des milieux, sont actifs et inhibent plus ou moins, 
la croissance des Torulopsis. La substance active des plasmodes 
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diffuse donc dans le milieu de culture au cours du développement 
du plasmode. 


TABLEAU 33. 
a a ES 
Plasmode: Organismes test: 
Badhamia utricularis Torulopsis Laurentii Torulopsis neoformans 
(jaune) dans l’ann. | zéne autour | dans l’ann. | z6ne autour 
de l’ann. de l’ann. 
extrait aqueux de lyse 5 mm lyse 0 mm 4) 
plasmode 
eau de lavage de lyse 5 mm lyse 0 mm 2) 
milieu 
témoin: eau bidist. pas de lyse pas de lyse 
stérile 


1) autour de l’anneau zéne étroite de colonies inhibées. 


Expérience 7. 


Cette expérience est complémentaire 4 la précédente et démontre 
également l’action du milieu ot! a poussé un plasmode. Nous avons 
pris des boites de Petri contenant du milieu G.L. sur lequel avaient 
poussé, d’une part, pendant 2 semaines un plasmode de B. utricu- 
laris (souche jaune), d’autre part, pendant 6 semaines un plasmode 
de Fuligo septica. Toute la surface de ces boites était recouverte des 
traces du déplacement des plasmodes. Nous avons ouvert ces boites 
sous une lampe a ultra-violet 1), pendant 15 minutes a une distance 
de la source de 13 cm, afin de tuer le plasmode et les organismes 
associés. Nous avons ensuite découpé stérilement en 8 secteurs 
égaux, la surface de la gélose, puis enlevé un secteur sur deux en 
nous efforgant que ce soient les secteurs les plus riches en plasmode 
qui soient enlevés. Sur les boites ainsi préparées, nous avons coulé 
de la gélose 4 0,5% de malt, ensemencée avec T. Laurentii. Aprés 
refroidissement, les boites sont portées 4 l’étuve. Deux jours aprés, 
nous avons noté les résultats. Nous avons compté les colonies a 
l’aide-d’une loupe binoculaire dans } de cm? de chacun des secteurs 
de verre et d’ancien milieu, puis exprimé les résultats en pourcen- 
tage des colonies totales (tableau 34). 


1) Brfileur a courant constant continu des Etablissement Gallois et 
Cie a Paris, type 4, no. 155, dont les constants prises 20 minutes aprés 
l’allumage sont: Voltage du secteur (courant ville) 120; Voltages aux 
bornes du brfiileur 75; Ampérage dans le brfleur 3,8. 
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TABLEAU 34, 


Colonies de Torulopsis Laurenti comptées: 


Plasmode: 


au dessus de au dessus de 
verre: 


Vancien milieu: 


(SR IS LIE ESET ELE IE ELLIE LE LALA LEDC, 
Badhamia utricularis (jaune) 7,8% 92,2% 
Fuligo septica 40 % CO, 


Les secteurs d’ancien milieu ou avait poussé les plasmodes 
portent beaucoup moins de colonies que les secteurs ow figure seul 
le nouveau milieu. La substance inhibitrice a donc 1a aussi, diffusé 
des plasmodes dans leur milieu de culture. 


Ee perience. 6, 


Nous avons, par la technique des anneaux de Heatley, essayé 
l’action du liquide brun, transparent, que l’on trouve au fond de 
culture sauvage de Font. I et de Ceratiomyxa fruticulosa. L’orga- 
nisme test ensemencé dans de la gélose 4 0,5% de malt était T. neo- 
formans. Avant d’étre expérimenté le liquide avait été gardé a la 
glaciére pendant 3 mois. 

Les résultats lus aprés 3 jours d’incubation, montrent autour des 
anneaux, une zone d’inhibition de 1 a 2 mm qui indique que la 
substance active du plasmode en culture sauvage est passée dans 
ce liquide. 


Dx per emGiesu: 


Les extraits aqueux des plasmodes, contiennent toujours certains 
des micro-organismes associés inhibés, mais pas totalement tués 
et on 1’a pas a proprement parler un extrait stérile. En effet 
lorsque cet extrait se dilue, on risque d’assister au développement 
de colonies de ces germes. Aussi, puisque la stérilisation par chauf- 
fage ou par filtration n’est pas permise, avons nous pensé stériliser 
nos extraits en faisant agir les radiations ultra-violettes. 1 cc d’ex- 
trait aqueux frais, est versé dans un petit cristallisoir sur une 
épaisseur de 1 mm environ, puis le cristallisoir est ouvert a 12 cm 
d’une source d’U.V. Toutes les minutes, on effectue un prélévement 
dans |’extrait et on ensemence sur malt gélosé et sur bouillon gélosé 
pour controler la présence de germes. Aprés 10 minutes d’exposition, 
l’extrait n’est pas encore stérile, il l’est aprés 15 minutes. Aprés 
stérilisation par cette méthode, l’extrait mis en tube stérile est 
conservé a la glaciére. 
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Fig. 8. 
Action inhibitrice (antibiotique) causée. par une sub- 
stance diffusant d’un plasmode tué dans la gélose, 
sur le développement de T. neoformans; rayon de la 
zone inhibée: 10-15 mm (le 16 décembre 1947). 


Action inhibitrice (antibiotique) d’un extrait aqueux 
d’un plasmode de Font. I (Fuligo spec.) sur le développe- 
ment de T. Lauventi1; rayon de la zone inhibée: 20-35 
mm. 
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Fig. 10. 
Action inhibitrice (antibiotique) d’un extrait aqueux 
d’un plasmode de B. utricularis II sur le développement 
de T. Laurentii; rayon de la zoéne inhibée: 5 mm. 


Ie 
E 


pe 


Fig. 11. 
Action inhibitrice (antibiotique) d’un extrait aqueux 
d’un plasmode de B. utricularis (jaune) sur le développe- 


ment de Staphylococcus aureus; rayon de la zéne in- 
hibée: 8-15 mm. 
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Dans cette expérience, nous avons, par la méthode des anneaux, 
essay€ Vaction d’extraits stérilisés par l’U.V. de 4 plasmodes 
différents, sur 3 organismes. Les extraits étaient effectués sans 
broyage, mais ils étaient macérés pendant 48 heures a la tempéra- 
ture du laboratoire. Les boites laissées au froid pendant 24 heures, 
sont incubées 3 jours. : 


TABLEAU 35, 


Organismes test: 


Staphyl 
TF. Laurenti T. neoformans sie ad 
: qureus 
Extraits aqueux = : 
de plasmodes: dans ne dans ee dans a 
ae autour ‘tn autour 7 autour 
* |delann. ’ |del’ann.  ohde Vann: 
a SS 
B. utricularis (jaune) lyse | 4-5 mm |} lyse 2-3 mm | lyse 1 om 
B. utricularis (jaune) lyse 3 mm | lyse 3 mm | lyse 1} mm 
B. utricularis I lyse 0 mm /lyseinc.t)} 1 mm |lyseinc.!)| 1 mm 
Physarum ctonfertum lyse 0 mm | lyse 1-2 mm | lyse 1 mm 
Font. I (Fuligo spec.) lyse 1 mm |lyseinc.1)}/ 0 mm |lyseinc.1)| 14-2 mm 
témoin: eau bidist. pas de lyse pas de lyse pas de lyse 


stérile 


1) lyse incomplete. 


L’effet obtenu (tableau 35) sur les organismes est faible, mais il 
est présent. L’inhibition du staphylocoque est également positive. 


Pe perrerce-t0: 


Le pH de l’extrait aqueux de plasmode B. utricularis II est de 7, 
nous l’avons essayé en comparaison avec ce méme extrait amenc 
a pH 6 par addition d’HCl dilué, et avec, comme témoin cette 
solution d’acide dilué (pH 3).-Les organismes test sont dans cette 
expérience cultivés sur milieu de Gorodkova-Langeron modifié *). 


1) Milieu de Gorodkova-Langeron modifié (LUTERAAN (46)): 


Paw’ baiistilléeen, Pt. B00 cc 
Peptone bactériologique sans indol. . . 5g 
TM oe DOR OSE oe oe gah oh adeno py» GD § 
Gélose lavée .-. 9... tpi peat ace nacre 4 als 


Ce milieu a une réaction faiblement acide, il est favorable au développement 
des levures et des bactéries. Lorsqu’on les met en suspension dans ce milieu 
fondu, les germes y sont répartis d’une fagon trés homogéne. 
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Ce milieu convient particuliérement bien, et les résultats (tableau 
36) de cette expérience le montrent, a la diffusion réguliére des 


N 


substances a grosses molécules. 


TABLEAU 36. 
Leen 
| T. Laurentii | T. neoformans 
zone zone 
Extrait aqueux dans dans t 
de plasmodes: pH Vann Sie a lann Se gtae 
eo 5 ’ |deVann. ~ | de Vann. 
————————EE 
B. utricularis II 4) “! lyse 5-6 mm§) | lyse 0 mm 
B. utricularis II *) 6 lyse 5 mm lyse 0 mm 
témoin: d’HCl dilué 3 pas de lyse pas de lyse 
RS SS EE ES EE IS A EE ES EEE AES ELE GOL DELLE 


1) extraits aqueux frais. 
2) extraits aqueux amenés 4 pH 6 par addition d’HCl dilué. 
3) figure 10. 

Les résultats montrent que si il n’y a pas de différence entre 
lextrait 4 pH 7 et celui amené a pH 6, la lyse constatée avec ces 
deux liquides n’existe pas avec l’acide dilué témoin (Fig. 10). 


Rap eriéeree lt. 


Cette expérience montre les bons résultats obtenus avec des 
extraits aqueux de 4 différentes cultures de B. utricularis (souche 
jaune). Ces extraits, dont on note les pH, immédiatement aprés 
l’extraction et 2 jours plus tard, sont stérilisés par l’U.V. Nous 


TABLEAU 37. 
Organismes test: 
T. Laurentii T. neoformans 
aprés 4 
Extraits aqueux frais | 2 dans a 
: . autour . autour 
de plasmodes: jours} l’ann Vann 
del’ann. de l’ann. 


B. utricularis (jaune) | 6,7 6 lyse 6-8 mm} lyse 1mm 
idem 6,7 5,5 lyse 6-7 mm} lyse 2 mm 
idem 1) ee I lyse 9-11 mm} lyse 2-5 mm 
idem +) 6 6,5 lyse |5-6 mm _/|lyseinc.?)| 9-10 
témoin: eau bidist. mm §) 
stérile 6 pas de lyse pas de lyse 


SS ES I 


1) broyés avec du sable stérile. 
2) lyse incomplete. 
3) présence dans la zéne de quelques colonies. 
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attribuons les résultats satisfaisants obtenus, au fait que les organis- 
mes test étaient cultivés sur milieu Gorodkova-Langeron 
(tableau 37). 

Comme nous le disons plus haut, les résultats de cette expérience 
sont trés favorables, les dimensions des zones d’inhibition sont 
importantes. 


Expérience 12. 


Nous avons comparé dans cette expérience l’activité d’extraits 
de différents plasmodes conservés pendant des temps plus ou 
moins longs. Dans une premiére partie, nous faisons agir un extrait 
aqueux de B. utricularis (souche jaune) conservé 1 mois et 6 
semaines a des températures différentes, sur une culture de T. neo- 
formans cultivée sur gélose 4 0,5% de malt (tableau 38). 


TABLEAU 38. 
Extraits aqueux de Torulopsis neoformans 
plasmode de dans l’anneau | zdéne autour de l’anneau 
B. utricularis (jaune) 
extr. aq. agé d’un mois ') lyse lyse incomplete 
(des colonies inhibées) 
extr. aq. agé de 6 semaines?) lyse 1 mm 


1) gardé a la temperature du laboratoire (20° C.). 
2) gardé a la glaciére (6° C.). 


TABLEAU 39. 
Organismes test: 
oe ee Torulopsis Laurentit Torulopsis neoformans 
s Lo em gs eran zone autour zone autour 

de: Fuligo septica dans Vann. | 4. Pann. dans Vann. | a, pann. 
Gxtr.aq.agéde2 mois) | lyse. | 10-15 mm |lyseincompl.| 1mm _ 
extr. aq. agé de 2 mois 1) lyse 7-10 mm _ | lyse incompl. 12 mm 
(traité 5 min. par 1’U.V.) 
extr. aq. 4géde2 mois!) _ ies 2s — lyse 4-7 mm 
(traité 8 min. par 1’U.V.) 
extr. aq. frais 2) lyse 7-12 mm lyse an mm 
témoin: eau bidist. stérile pas de lyse pas de lysé 


1) gardé a 18°C.; pH 6. 
2) pH6. 
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Dans une seconde partie, nous faisons agir des extraits de Fuligo 
septica Aagés de deux mois et traités a 1’U.V. pendant des temps 
différents, comparativement avec des extraits frais de ce plasmode 
et avec de l’eau bidistillée (tableau 39; p.207). 

Les résultats des deux tableaux, montrent que la substance 
inhibitrice n’est pas inactivée par le vieillissement des extraits (qui 
par ailleurs conservent un pH de 6 environ) ni par un traitement 
aux rayons ultra-violets. Pour Fuligo septica, l’activité des extraits 
agés de deux mois, était la méme que celle de l’extrait frais. 


Eeopre rivet) Geri3: 


Nous avons effectué des extraits aqueux de B. utricularis, souche 
jaune et souche II, et nous avons fait agir ces extraits aprés les avoir 
stérilisés 15 minutes par 1’U.V., sur des cultures de différents orga- 
nismes dont une bactérie Gram -+ et-une bactérie Gram — Les 
organismes test, sont ensemencés dans le milieu Gorodkova-Lange- 
ron. Les résultats (tableau 40) peu sensibles au début, ont été 
notés aprés 2 semaines. 


TABLEAU 40. 


Extraits aqueux de plasmodes: 


B. utricularis (jaune) 1) | B. utricularis II 2) 
Organismes test: ; zone autour zone autour 
dans l’ann. : dans l’ann. : 
| de l’ann. de Vann. 
Staphylococcus aureus lyse 8-15 mm) | lyse 6 mm 
Escherichia coli lyse 10 mm‘) | lyse 0 mm 
Torulopsis Laurentit lyse 7 mm lyse 12 mm 
Torulopsis neoformans lyse 0 mm lyse incompl. 0 mm 


1) extrait aqueux pH 6. 
2) extrait aqueux pH 7. 
3) figure 11. 
4) figure 13. 


Les chiffres montrent que les deux extraits ont une action in- 
hibitrice sur les différents germes. Toutefois, les résultats sont 
différents pour les extraits de chacun des plasmodes. B. utricularis 
(souche jaune) est plus actif que celui de la souche II. Le dévelop- 


pement des deux bactéries, quel que soit leur coloration de Gram, 
est inhibé (Fig. 11; 13). 
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Experience 14, 


Nous avons essayé l’action d’extraits aqueux de deux plasmodes, 
un de Fuligo septica agé de 2 semaines, et un de B. utricularis II 
frais. Ces extraits n’ont pas été stérilisés par l’U.V. Les organismes 
test étaient ensemencés sur milieu Gorodkova-Langeron. Cette 
experience avait surtout pour but de montrer l’action des extraits 
sur 3 espéces de Saccharomyces, comparativement avec l’action 
sur des organismes déja testés (tableau 41). 


TABLEAU 41. 
oe a ee 
Plasmodes: 
Fuligo septica +) | B. utricularis II 2) 
Organismes test: ; zone autour ; zone autour 
dans l’ann. dans l’ann. 
de ann. de l’ann. 
Staphylococcus aureus lyse 12-19 mm lyse 6 mm *) 
Escherichia colt lyse 9-17 mm lyse 7 mm 
Torulopsis Laurentit lyse 8- 9 mm lyse 4 mm 
Torulopsis neoformans lyse 0 mm 8) — = 
Saccharomyces cerevisiae lyse 4- 7 mm lyse 70m 4) 
var. ellipsoideus 
Saccharomyces cerevisiae lyse 0 mm %) lyse 3 mm 
Levure de boulanger lyse incompl. 0 mm 8) | pas de lyse 0 mm 


1) extrait aqueux agé de 2 semaines. 

*) extrait aqueux frais. 

3) zone de 3—5 mm de grosses colonies autour de l’anneau. 
4) lyse incomplete. 

Les extraits de Fuligo, ont une action plus forte que les extraits 
de B. utricularis, surtout sur les 2 bactéries. Les deux extraits ont 
une réaction positive sur les levures, sauf sur la levure de boulan- 
ger. L’inhibition de S. cerevisiae var. ellipsotdeus est la meilleure. 


Experiences 15. 

C’est l’action d’un extrait aqueux de B. wtricularis jaune, non 
traité par l’U.V. et dilué différemment dans de l’extrait de malt 
a 0,5% que nous avons recherché dans cette expérience. Le liquide 
total dans chaque tube était de 3 cc. Chacun des tubes, sauf les 
témoins, est ensemencé avec une goutte de suspension de T. neo- 
jormans. Nous avons aprés une nuit de séjour a |’étuve, examiné 
macroscopiquement et microscopiquement le contenu de chaque 
tube (tableau 42). 
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TABLEAU 42. 


Extrait aqueux de Badhamia utricularis (jaune), dilué dans l’extrait de 
malt 0,5%. Examen aprés 1 nuit a 37° C. 


yr. | ensemencé macrosco- microscopique: 
dilution f : 
| avec: pique: croissance de 
SS EE TE, 

micro- 

T. neo- : 
organismes 

formans a. 

| associés 
non dilué témoin clair —- — 
non dilué T. neoformans clair — — 
ies 9 T. neoformans trouble + 
es eH T. neoformans trouble — =: 
Le eeiSt T. neoformans trouble + + 
ley 243 T. neoformans trouble + + 
Ugo gexe T. neoformans trouble -- — 
1: 2190 T. neoformans trouble _ + 
1 : 6570 T. neoformans trouble + =e 
E.M. 0,5% T. neoformans trouble an — 
E.M. 0,5% témoin clair = os 


A part les témoins non ensemencés et l’extrait non dilué, on 
peut voir un trouble dans toutes les dilutions de l’extrait. Micro- 
scopiquement, dans Ja dilution de 1/9 et dans ]’extrait non dilué, 
on observe des groupements d’organismes déformés et partielle- 
ment lysés faisant penser a une agglutination. On ne voit pas de 
Torulopsis ni de germes associés. A 1/27 on ne voit toujours pas de 
Torulopsis, mais quelques germes associés vivants. A partir de la 
dilution 1/81, on commence a trouver T. neoformans, mais ils ne 
sont en nombre égal a celui des organismes associés, que dans la 
plus forte dilution. Dans les dilutions faibles, ce sont les micro- 
organismes associés qui sont cause du trouble. 

Nous concluons de cette expérience, que l’extrait de plasmode 
empéche le développement du TJ. neoformans, méme a de trés 
fortes dilutions. I] semble aussi responsable d’une lyse partielle et 
d’une agglutination des germes qui lui sont associés. 


Ex pre Tem ce 10: 


Nous voulions par cette expérience, savoir si l’extrait aqueux 
de plasmode était toxique pour la souris. Nous avons injecté par 
deux fois, par voie intrapéritoniale, avec un jour d’intervalle, des 
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quantités variables d’extraits de 3 plasmodes qui s’étaient montrés 
actifs 7m vitro sur les organismes test habituels (dont S. aureus et 
E. colt). Les extraits étaient stérilisés par l’U.V. et injectés non 
dilués (tableau 43). 


TABLEAU 48. 
| Premiére injection Seconde injection 
Eatiaiccequeuses aa . souris: ry aes souris: 
plasmodes de ae eS mortes SAG che mortes 


B. utricularis (jaune) 


0,3 cc — 2 — — 
B. utricularis II OWS cc 2 — 2 — 
0,3 cc 2 — 2 — 
Fuligo septica Occ 2 — 2 — 
{elas 2 — 2 — 


Toutes les souris ont bien supporté les 2 injections, sauf les 2 
souris injectées avec la plus forte dose de l’extrait de B. utricularis 
(jaune), lesquelles sont mortes entre les deux injections. Les autres 
souris étaient encore vivantes aprés une semaine. 

Nous concluons de cette expérience que l’extrait aqueux de plas- 
mode n’est pas toxique pour la souris. 


TABLEAU 44. 
Extraits aqueux des plasmodes de: 
; . utni- : Font. I 
Organismes test: seit ¥ B. utri- | B. utri- Fuligo ; Physarum 
cularis : ‘ é (Fuligo 
: cularis I | culavis II} _ septica confertum 
(jaune) spec.) 
Staphylococcus lyse lyse lyse lyse lyse lyse 
aureus forte faible forte faible faible 
Escherichia coli lyse — lyse lyse lyse — 
forte forte | faible 
T. Laurentu lyse lyse lyse lyse lyse lyse 
T. neoformans lyse lyse lyse lyse lyse lyse 
faible faible faible 
Sacch. cerevisiae — -—- lyse lyse _- — 
var. ellipsoideus 
Sacch. cerevisiae _ — lyse lyse _- — 
faible 
Levure de bou- = — pas de lyse in- — — 
langer lyse complete 


14 
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Nous donnons en terminant un tableau ot nous récapitulons les 
résultats obtenus avec les extraits des différents plasmodes sur les. 
germes choisis comme organismes test (tableau 44, p. 211). 

Pour conclure ce chapitre, nous voulons en premier lieu, rappeler 
les principales propriétés des extraits aqueux des plasmodes. IIs. 
sont jaunes, visqueux, de pH voisin de 6 4 7. La substance active 
est probablement constituée de grosses molécules, comme semble 
le montrer le fait qu’elle ne traverse pas les bougies filtrantes ou 
les membranes de collodion. Ces substances actives, sont inactivées. 
par un chauffage supérieur a 65° C. Par contre, elles ne sont détrui- 
tes ni par un traitement 4 l’H,O, de moins de 20 minutes, ni par 
une irradiation ultra-violette de 15 minutes. Dans 1’U.V. la sub- 
stance, de méme d’ailleurs que le plasmode ou que ses traces, 
présente une fluorescence jaune-vert. 

La substance inhibitrice qui est capable de diffuser dans le milieu 
de culture du plasmode, peut-étre gardée active pendant un temps. 
prolongé (2 mois). L’extrait aqueux ne contient que des germes dont 
la croissance est inhibée, mais il n’est pas a proprement parler 
stérile. Pourtant la plus grande partie de ces germes est partielle- 
ment lysée, et agglutinée. L’extrait de plasmode n’est pas toxique 
pour la souris. 

Nous ne connaissons pas exactement le processus suivi par la 
substance inhibitrice, mais nous pouvons dire qu’elle agit comme 
une substance antibiotique. Nous nous appuyons pour cela sur la. 
définition que donne WAKSMAN (91) del’“‘antibiosis” en 1947: ‘The 
production by one organism of specific chemical substances which. 
have an injurious effect upon another organism’. 

La propriété inhibitrice de la substance doit étre selon nous, due 
a une activité enzymatique. 

BEIJERINCK (4) avait constaté, dans une culture associée 
d’amibe, une lyse de la levure associée autour de la colonie d’amibe,, 
mais n’en avait pas tiré de conclusion. Pinoy (61), 4 la suite 
d’observations semblables chez des Acrasiales, a pu extraire un 
enzyme qu’il nomme acrasidiastase. Cette diastase est capable de 
lyser des bactéries tuées par le chloroforme, mais pas celles tuées. 
par la chaleur. 

Pinoy, sur des préparations colorées a observé a |’intérieur des. 
vacuoles du pseudo-plasmode une lyse comparable. I] avait aussi 
observé, liée a une agglutination, une lyse des bactéries associées. 
aux Acraszales. 
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Dans cet ordre d’idée nous voudrions attirer ]’attention sur 
lY’analogie qui existe entre le mode de vie des myxomycétes et celui 
des myxo-bactéries. SINGH (78) en 1947 est parvenu A montrer 
l’action lytique de ces derniers organismes sur les bactéries associées. 
Les myxo-bactéries font preuve d’une sécrétion extracellulaire, qui 
lyse des bactéries Gram-positif et Gram-négatif. 


CHAPITRE X. 


ANTAGONISME ENTRE LES PLASMODES ET DES 
CHAMPIGNONS FILAMENTEDX. 


De nombreux auteurs, entre autres, LISTER (44), SKUPIENSKI 
(79), HowarpD et CURRIE (32, 33) et MANGENOT (50), ont constaté 
avant nous que les plasmodes de myxomycétes étaient capables 
d’attaquer et de digérer les champignons filamenteux. 

Nous donnons dans ce chapitre quelques observations sur des 
cultures de plasmodes infectées avec de tels champignons. Nous 
avons, selon les réactions, classé les processus d’attaque en type 
parasitaire et en type antagoniste. 

Le tableau 45 résume les observations sur le type parasitaire 
d’attaque des champignons par le plasmode. 


TABLEAU 45. 
Milieu de Champignons 
Plasmodes: : ; 
culture: filamenteux: 
B. utricularis (jaune) HIGAL Cladosporium herbarum 
B. utricularis I H.A. pas déterminé 
Physarum confertum FLA. pas déterminé 
Fuligo septica H.A. Cladosporium herbarum 
Fuligo septica M.A. Penicillium (pas déterminé) 


Observation l. 

Une culture de B. utricularis (jaune) infectée avec Cladosporium 
herbarum Link, est repiquée sur gélose 4 0,5% de malt. On peut 
suivre facilement la digestion par le plasmode du mycelium aérien 
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du champignon. Les veines du jeune plasmcde sont colorées en noir- 
verdatre par le pigment du champignon digéré avec celui-ci 
(Fig. 12). 


Omgservat1onsZ 

Nous suivons ici une culture de Fuligo septica cultivée en boite 
de Petri sur une gélose 4 0,5% de malt. Aprés 11 jours, la boite est 
infectée par deux champignons dont un Penicillium. On voit bientét 
le plasmode se concentrer sur les colonies du Penicillium, qu’il 
quitte aprés l’avoir digéré complétement et avoir lysé la gélose en 
creusant des anneaux circulaires (Fig. 14). Le Penicillium semble 
ici stimuler la formation de gélase par le plasmode. A la suite de 
cette premiére attaque, le plasmode vient se concentrer sur les 
colonies du second champignon. 


Observation 3. 

Cette observation est faite sur une culture de B. uéricularis 
(jaune) sur milieu extrait de malt gélosé (0,5%). Le champignon 
associé est Cladosporium herbarum. La culture est conservée un 
temps particuliérement long (5 mois). On voit sur le verre du vase 
de culture, les traces noires du plasmode. Ce dernier qui est rassem- 
blé au fond du tube, est redevenu jaune, il s’est débarrassé, dans ses 
traces, du pigment du champignon qu’il avait digéré. Le plasmode a 
formé dans la partie desséchée du tube un gros sclérote jaune. 
I] est remarquable dans ce cas, de noter la longueur de la culture. 
I] n’y a pas eu ni d’auto-intoxication, ni de desséchement. Aprés 
5 mois les repiquages sont toujours possibles. 


Nous donnons maintenant, les observations que nous avons 
rangées dans le type antagoniste. Dans ces cultures, les deux 
organismes ne s’attaquent pas et restent localisés chacun sur son 
territoire de milieu. 


Observation 4. 

Dans une culture de Fuligo septica cultivée sur gélose aux flocons 
d’avoine, il se produit une infection fortuite avec un Penicillium. 
Les organismes ne se mélangent pas. Plus tard, lorsque le plasmode 
se rassemble en un sclérote, le Penicillium ne recouvre pas les traces 
du plasmode. On observe que le champignon occupe a peu prés 1/, 
du milieu et qu’il existe une large zéne libre entre les deux organis- 
mes. Le plasmode présente une boule sarcodique causée par un 
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Fig. 12. 
Culture associée du plasmode de B. wiricularis jaune et d’un champignon 
Cladosporium herbarum. 
Ensemencée le 10 mars 1949 sur gélose 4 5% de malt. Agée d’une semaine. 


Le plasmode devient vert foncé attaque le champignon et le dévore. I] a perdu sa couleur 
jaune, en se nourrissant du champignon verdatre. 
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Fig. 13. 
Action .inhibitrice (antibiotique) d’un extrait aqueux 
d’un plasmode de B. utricularis (jaune) sur le développe- 
ment de E£. coli; rayon de la zéne inhibée: 10 mm. 


Fig. 14. 
Culture associée du plasmode de Fuligo septica et de Sac- 
chavomyces cerevisiae. 
Ensemensée le 11 novembre 1948 sur gélose non-lavée, pH 6. 
Agée de 3 semaines. 
La culture est fortuitement infectée par 2 champignons (dont un 
Penicillium spec.). Le plasmode jaune attaque non seulement le 
champignon, mais creuse et dissoud la gélose en formant des ca- 
vités sous les colonies du champignon, qui lui sert d’aliment. 
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Fig. 15. 
Culture associée du plasmode Font. I (Fuligo 
spec.) avec 2 levures, Candida Scotii et T. Lau- 
venti. 
Ensemencée le 18 janvier 1949 sur gélose aux flocons 
d’avoine, pH 6. Agée d’un mois. 
La culture est fortuitement infectée par un Penicillium 
spec. 
Le plasmode n’ attaque pas le Pemicillium, le Penicillium 
n’ attaque pas le plasmode. Le champignon ne se déve- 
loppe pas sur Ja portion de gélose aux flocons d’avoine ot 
est passé le plasmode. La photographie montre d’une part 
le début de formation d’un sclérote, d’autre part une 
boule de plasmode (boule sarcodique), causée par un chan- 
gement temporaire dans la tension superficielle du proto- 
plasma. 
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igen Gs 
Culture associée du plasmode de B. utricularis 
(jaune) avec une Sarcine et une bactérie Gram- 
négatif (isolés de la trace du plasmode). 


Ensemencée le 23 septembre 1947 sur gélose aux 
flocons d’avoine, pH 6. Agée d’une semaine. 

Le plasmode jaune-vif s’est étalé sur le verre de la fiole 
sous l’influence de la lumiére intensive, nécessaire 
pour le photographier, le plasmode s’est contracté visi- 
blement. 

Le réseau de veines reguliéres s’est changé en un 
réseau de grosses veines, avec des accumulations de 
protoplasme formant des noeuds. 
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changement de la tension superficielle du protoplasma (Fig. 15) 

On a observé exactement le méme comportement dans une 
culture de B. utricularis (jaune) infecté fortuitement par un Peni- 
cillium. 


Nos propres observations sur la digestion des champignons 
(type parasitaire), viennent a l’appui de celles des auteurs cités en 
téte de ce chapitre. En particulier HOWARD et CURRIE, que nous 
citons ci-dessous, ont donné une explication trés satisfaisante du 
processus de la digestion. La digestion du champignon, commence 
a se produire simplement par contact avec le plasmode, par 
une lyse des filaments. 

Howarb et CuRRIE €crivent: ‘‘The time required for the dissolu- 
tion of the fungous tissue seems to vary with the digestive secretions 
of the plasmodium”’ et plus loin: ‘‘This contact, however, may be 
either with the surface membrane or with a vacuolar membrane.”’ 

Nous pensons pouvoir, dans ce cas également, conclure a une 
action antibiotique du plasmode sur le champignon. 


CHAPITRE XI. 
PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES DES MYXOMYCETES. 


Nous avons été frappée, au cours de nos différentes expériences, 
du comportement tout a fait particulier du plasmode, et de son 
adaptation étonnante aux diverses conditions qui lui sont offertes. 
E. Cu. SmitH (82), écrivait a ce sujet: ‘‘The organisms of this group, 
by common consent not in the direct line of organic evolution, 
seem to have preserved primitive characteristics of adaptability 
and tenacity which make them a fascinating field for the study of 
the inherent qualities of protoplasm.”’ 

Nous avons étudié les différentes conditions qui influent sur le 
comportement du plasmode. Ces conditions sont groupées sous 5 
titres: 

1) Probléme de la pigmentation du plasmode. 
2) Potentiel d’oxydo-réduction et pH. 

3) Fonctions enzymatiques. 

4) Chimiotactisme. 

5) Influence de la lumiére et de la température. 
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1, PROBLEME DE LA PIGMENTATION DU PLASMODE. 


Nous avons constaté fréquemment la dépigmentation d’un groupe 
de plasmodes jaunes, dans certaines conditions de culture. Cette 
dépigmentation s’observe particuliérement en culture pure, ou en 
culture associée, lorsque l’organisme associé n’est pas capable de 
se développer. 

La dépigmentation peut se faire lentement (une semaine par 
exemple), on voit alors le plasmode jaune-vif, passer insensible- 
ment au jaune-pale puis devenir totalement incolore. Mais la dépig- 
mentation peut aussi se faire rapidement, et du soir au matin, le 
plasmode est passé de jaune a incolore. 

La dépigmentation du plasmode en culture associée sur gélose 
aux flocons d’avoine, s’observe rarement. Le cas échéant, le déve- 
loppement du plasmode dépigmenté est nettement moins bon que 
celui d’un plasmode jaune (Fig. 17 et 18). 

En plus des expériences que nous avons relatées au chapitre VIII, 
nous avons tenté par d’autres procédés, de redonner aux plasmodes 
dépigmentés leur coloration primitive. 


Culture sur ¢élose a I -humate diester, 


Nous avons cultivé, d’une part, un plasmode dépigmenté, d’autre 
part, un plasmode jaune (B. utricularis jaune), sur une gélose lavée 
additionnée de 2% d’humate de fer (0,2 mg de Fe par cc). Nous avons 
sur ces milieux observé un bon développement de la culture associée 
de plasmode, mais la pigmentation du plasmode décoloré ne 
revenait pas. Le plasmode jaune n’a pas perdu sa pigmentation. 
Aprés un mois, ils ont tous les deux produit un sclérote jaune. 


Culture sur gélose carotte. 


Un plasmode dépigmenté de Physarum confertum, est cultivé en 
culture associée sur un milieu contenant de la carotte rapée dans 
5 fois son poids de gélose non lavée. 

Nous avons noté un bon développement du plasmode, qui digé- 
rait les petits morceaux de carotte et laissait un trou a la place. 
La gélose du milieu était lysée. 

Le plasmode se colore en rose-orangé, mais ne reprend pas sa 
couleur jaune. Il donne naissance 4 un sclérote rose légérement 
brun. Sil’on met ce sclérote en culture, il se développe un plasmode 
incolore. Nous concluons de cette culture, que le pigment jaune n’est 
probablement pas un caroténoide. 


Nutrition de quelques Myxomycétes. 


LEN fe 
Culture associée du plasmode de B. utricularis (jaune) avec une levure 
(4) et une bactérie Gram-négatif (isolées de la trace du plasmode). 
Ensemencée le 15 mars1947 sur gélose aux flocons d’avoine, pH 6. Agée de 3 semaines. 
Le plasmode jaune-vif s’étale sur le verre de la fiole en formant un réseau de 
grosse veines, entre lesquelles on distingue un second réseau plus fin. Le dévelop- 
pement du plasmode est abondant. 


1 
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Fig. 18. 
Culture associée du plasmode de B. utricularis (jaune) avec une levure 
(4) et un Diplocoque crémé (isolées de la trace du plasmode). 
Ensemencée le 15 mars 1947 sur gélose aux flocons d’avoine, pH 6. Agée de 3 semaines. 
Le plasmode est devenu blanc, il a perdu son pigment jaune, il s’étale sur le verre 
de la fiole avec un réseau de veines, entre lesquelles on distingue nu second réseau 
plus fin. I] s’est développé beaucoup moins bien que la culture jaune du méme age. 
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Culture sur gélose a 05% de malt. 


Le plasmode jaune de B. utricularis (souche jaune) cultivé en 
culture associée sur gélose aux flocons d’avoine, est repiqué sur une 
gélose a 0,5% de malt. Aprés 3 jours, on voit se développer un plas- 
mode dont une branche est jaune et l’autre décolorée. L’organisme 
associé peut se développer sur ce milieu. Chacune des branches du 
plasmode est repiquée séparément sur un méme milieu gélosé au 
malt. La branche dépigmentée n’y retrouve pas sa coloration, mais 
la branche qui était colorée de jaune au moment du repiquage, est 
devenue incolore. Ces résultats sont dus 4 la pauvreté du milieu 
gélosé a 0,5% de malt. 


Custuressurppelose au tan. 


Des plasmodes de B. utricularis (souche jaune) dont un est dépig- 
menté, et un plasmode de Font. I dépigmenté, sont cultivés en 
culture associée sur une gélose a l’extrait de tan. Cette gélose est 
additionnée soit d’extrait alcoolique de jaune d’ceuf, soit de xylose, 
soit des deux réunis, pour la culture de B. utricularis et, pour la 
culture du Font. I seule, la gélose avec les deux produits est 
employée (tableau 46, p. 224). 

La culture est satisfaisante sur tous les milieux. Le développe- 
ment des plasmodes jaunes est rapide, celui des plasmodes dé- 
pigmentés, lent au début, se prolonge plus longuement. L’addition 
de xylose rend les milieux particuliérement bon et prolonge I’exis- 
tence des plasmodes. Les deux plasmodes dépigmentés, qui lysent 
fortement la gélose, regagnent leur pigmentation jaune au cours 
de la culture. Les autres plasmodes conservent la leur. La gélose 
4 l’extrait de tan, additionnée de jaune d’ceuf et de xylose convient 
parfaitement a la culture associ¢ée des plasmodes parasitaires. Les 
cultures obtenues ressemblent tout a fait a celles obtenues sur 
gélose aux flocons d’avoine. 

Au chapitre VII, nous avons développé la question de la culture 
de Fuligo septica en culture associée. Nous tenons a rappeler ici 
le fait que le plasmode qui avait perdu sa pigmentation jaune au 
cours de sa purification, l’avait regagné par une culture associée 
sur gélose aux flocons d’avoine. 

ManceEnot (51) a observé avec exactitude la dépigmentation de 
plasmode de Fuligo septica cultivé en culture associée sur des disques 
de hétre. Il écrivait: ‘‘Les plasmodes cultivés sont, dans les con- 
ditions ordinaires, exclusivement nourris par des parcelles de carpo- 


‘asojas e[ op asfq (¢ 

‘aqyuepuoge oinqnd (, 

‘ue} Ne sso]9s ep 90 OT B yne,p ounel op 4re13;xe soq4n08 F (; 
‘([eYZ9] PUSWssISNOI) UOIZeOTxXO}UT-OyNe,p yUeIMOUT :(+) 

“y10ur :+ 


SE Grin eeeememeeor pee ee ee ee 
| $ ¢ | FE |az0joout| wIopl I ‘quoq 


| ounce! | z jounel | $2 (aunef| #2 | ounef 


+i | e10[O0our 


asojhAx %G‘g + 

QB (qyN20,p ounel "13x0 
ie uniq | + | ounef] g jounel | 2g |(,ounel | 8z ounef | & ounel % Jozojoour] + uez ne osojo8 Wwopt 
5 11 @ t | 76 |e ! T 1} TI ! I T I I a [90 P! 
ag eunel | “1979s} (,aunef} (+-)| ounef | osuoqur | #¢ | ounel UIOpI ULOpI 

—) asojkx %e'o 
S asurio| + | ounel We ounef} (+ aunel |osuequr | “=p | ounef | + uve ne asoja8 uIDpT 
= : g z ! ! yal | 7 ! } it P! 
Ne + |(gounef) (+)] ounef | esuoqur | 8¢ | ounef UWIOpI UIOpI 

= (yJneo,p ounel -13xo 
+ |(gounef} (+)) ounefl |osuequt | Sg | ounef | + uez ne osoj98 Wop! 
+ |(gqunef} (+)} ounel | esuoqur | $¢ | ounel ue} ne ssoja8 wep! 

+ (gounel| (+)| ounef Il ounel uezy ne osojos 


‘ursid | 10 | ‘wr8id| «10 | ‘usd |-10 | -wiaid "x9 | ‘ursid |/-10 | “ursid {dep | -4a| “wisid (ounef) 
——_- seven OIN}[ND op Nop | seavpnoIan FT 
sinolf got | sanof gz | sanof 6F sinol zp sinof ¢{ sinof 1 :seide mia? op sopourstt gq 


‘9F NVATAVL 


224 


Nutrition de quelques Myxomycétes. 225 


phores d’Hyménomycétes; or, il suffit d’offrir A ces organismes, 
lorsqu’ils sont plus ou moins décolorés, de petits fragments ligneux 
en état de pourriture blanche pour leur permettre de recouvrer 
rapidement leur teinte jaune naturelle...” MANGENOT pense que les 
substances du bois pourri peuvent amener une repigmentation des 
plasmodes, nous pensons nous, que ce sont les micro-organismes, 
apportes, ou stimulés par ce bois pourri, qui sont responsables de 
la repigmentation. 

La nature de ces pigments n’est pas élucidée, et les avis sont trés 
partagés entre les différents auteurs. ZopF (94) a pensé que les 
substances jaunes du plasmode ‘‘oildyes’’, sont des lipochromes, 
SOLACOLU (86) a analysé les sporanges d’un grand nombre de myxo- 
mycetes et a pensé a des anthracénes. D’autres auteurs ont parlé 
d’anthocyanes. BRANDZA (10) a constaté que sous l’influence d’une 
forte lumiére, la couleur des sporanges est plus intense. En 1938 LE- 
DERER (42) et JANKE (38), ont attribué a des B-carotines, la pigmenta- 
tion des plasmodes de myxomycétes. 

SEIFRIZ et ZETZMANN (75) ont trouvé que le pigment isolé de Phy- 
sarum polycephalum, changeait de couleur de orange-rouge foncé 
a pH 1, jusqu’a jaune vert a pH 8 et plus. Ils ont pensé que ce 
pigment devait étre considéré comme un enzyme respiratoire, ils le 
supposent comparable a un ou plusieurs des pigments suivants, 
flavone, lyochrome ou flavine. 

JANKE (38), a observé la transformation d’une lactoflavine jauneen 
une leucoflavine incolore .sous l’action d’une réduction. I] est 
probable que c’est un phénomeéne semblable que l’on observe lorsque 
le plasmode se décolore. Nos propres observations, ont montré qu’un 
plasmode de B. utricularis jaune, dépigmenté, mis en présence 
d’eau oxygénée, prend tout d’abord une coloration ocrée, qui 
devient par la suite de la couleur jaune normale du plasmode. 

MANGENOT (49), KAmBLY (39), DALLEUx (21) ont également noté 
une dépigmentation des plasmodes jaunes, notamment, des Fuligo 
septica. Nous avons nous-méme observé une dépigmentation chez 
B. utricularis (souche jaune), chez 2 souches de Fuligo septica, chez 
les souches Font. I et III, et chez Physarum confertum. Nous 
avons remarqué que la perte du pigment est souvent li¢ée avec un 
développement appauvri du plasmode. Le rougissement léthal, est 
a notre avis, indépendant des pigmentations étudiées plus haut. 
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2. POTENTIEL D’OXYDO-REDUCTION ET pH. 

Par la méthode colorimétrique, et avec les indicateurs colorés 
mentionnés ci-dessous, nous avons déterminé le rH, d’une macéra- 
tion aqueuse fraiche de B. utricularis, d’une part, non modifiée, 
d’autre part, tamponnée a pH 7 a l’aide d’un tampon phosphates 
(tableau 47). 


TABLEAU 47. 


Extrait aqueux de Badhamia utricularis (jaune). 


couleurs observées: 


indicateurs de rH: extrait non extrait tamponné 

modifié (pH 6) a pH7 

méthyl-orange orange orange-jaune 

orange III jaune jaune 

rouge-neutre rose rose-lilas 

rouge-congo saumon-pale +) rose 4) 

bleu de nil vert vert-bleu 

bleu de crésyle incolore (bleu) incolore (turquoise) 

bleu de méthyléne incolore incolore 


1) virage du rouge-congo a rH 5. 


Le virage du rouge-congo et l’observation des colorations obtenues 
avec les autres indicateurs, nous ont permis de conclure que les 
extraits avaient un potentiel d’oxydo-réduction de 5, c’est-a-dire 
dans le sens d’une réduction. 

Les nombreuses observations que nous avons faites sur le pH 
et que nous avons données au cours des différents chapitres, mon- 
trent que les plasmodes et leurs extraits ont toujours un pH d’en- 
viron 6. 


3. FONCTIONS ENZYMATIQUES. 


Nous avons tout d’abord, effectué une expérience d’orientation 
sur un extrait aqueux de B. utricularis amené a pH 7 par la solution 
tampon de Sérensen, afin de dépister les enzymes qui pouvaient 
s’y trouver. Nous avons effectué les mémes manipulations avec un 
extrait chauffé 5 minutes a 100°C. afin d’éliminer les réactions 
chimiques possibles (tableau 48). 
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TABLEAU 48. 
—eeEeEeEeEeEeEeEeEeEeEEEEEEEEEE———————_— 
Réactifs: Réactions: Enzymes: 
eau-oxy génée fortement décomposée | peroxydase-catalase 

hydrochinone décomposée paradiphénolase 
benzidine pas décomposée pas de laccase 

pyrocatechol décomposé ortho-phénolase 
tyrosine fortement décomposé tyrosinase 


L’eau oxygénée et le tyrosine, sont fortement décomposés par les 
extraits. On peut conclure a la présence dans les extraits de 
plasmode, d’un complexe peroxydase-catalase et d’une action ty- 


rosinasique. 


Etude delaction peroxydasique-catalasique. 


Nous avons essayé l’action de l’eau oxygénée sur des plasmodes 
vivants en les y submergeant pendant des temps plus ou moins 
longs. L’espéce de myxomycéte, était B. utricularis (souche jaune). 
Au sortir de 1’H,O,, les plasmodes étaient portés sur des plaques 
de gélose lavée, afin de constater si ils étaient encore capables de 
s’y développer (tableau 49). 


TABLEAU 49. 
: Nombre de Nombre de 
ae . anys plasmodes plasmodes vivants 
oxygénée: d’immersion: 5 a et ts : 
immergés: apres 5 jours: 
6 vol. 10 min. 9 6 
6 vol: ZO min. 8 4 
6 vol. 30 min. 1] a 
12 vol. 10 min. 6 i! 
12 vol. 20 min. 8 4 
12 vol. 30 min. 9 0 


Aprés 20 minutes d’immersion dans de ]’eau oxygénée a 12 vol. 
la moitié des plasmodes est encore vivante. Cette expérience montre 
que les plasmodes sont capables de se protéger contre l’action de 
l’oxygeéne de l’eau oxygénée par l’action de leur peroxydase. 

Nous avons dans une autre expérience, fait réagir de l’eau oxygénée 
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et de la teinture dé guajac') sur une macération totale d’un plasmode 
de B. utricularis jaune) prélevé sur le verre du vase de culture. La 
macération est faite en broyant le plasmode en présence de 10 fois 
son poids d’eau bidistillée. A des temps variables, on fait l’épreuve 
de la présence de la peroxydase dans la macération. Aprés 24 heures 
la macération est centrifugée, et on procéde sur le liquide sur- 
nageant, a4 la méme épreuve avec de la teinture de guajac (ta- 
bleau 50). 


TABLEAU 50. 


Macération totale d’un plasmode de B. utricularis (jaune). 


Réactifs: 

pera: Eau oxygénée | . Teinture de guajac 
début + (faible) + (trés lente) (bleu) 
apres: 1 heure + + (lente) (bleu) 
apres: 2 heures +- + (bleu) 
apres: 3 heures + + (intense aprés 15 min.) 

(bleu) 

apres: 4 heures_ + (rapide) + (rapide) (bleu) 
apres: 5 heures + (rapide) + (rapide) (bleu) 
apres: 6 heures + (intense apres 15 min.) | + (rapide) (bleu) 
apres: 24 heures + (intense aprés10 min.) | + (rapide) (bleu) 
apres: 48 heures pas exécuté + (faible) (bleu) 


Cette expérience permet de montrer que l’enzyme se dégage 
lentement au début, mais qu’aprés trois a quatre heures de macé- 
ration, le dégagement est plus intense et qu’il augmente au cours 
du temps. Aprés 24 heures, le dégagement de l’enzyme est toujours 
fort dans la macération totale. Dans l’extrait aqueux effectué a ce 
moment par centrifugation, la production de l’enzyme est beau- 

coup plus faible 24 heures plus-tard. Nous pensons que les mor- 
- ceaux de plasmodes restés vivants dans la macération, continuent 
a produire l’enzyme, alors que dans lextrait, cet enzyme est 
inactivé lentement. 

Un plasmode décoloré de la méme espéce, montre également une 
réaction positive de l’eau oxygénée et de la teinture de Buajac. 
Ainsi, lorsque sur un plasmode, décoloré ou non, on laisse tomber 
une goutte de teinture de guajac, on voit immédiatement, a l’en- 


1) Une solution saturée de la résine de guajac en alcool de 96° (96°/,) 
préparée fraiche. 
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droit ot est tombée la goutte, le réseau du plasmode se colorer en 
bleu intense. 


Etude de l’action de la GY BOs 10 a.S. 6. 


La mort du plasmode, soit par traumatisme, soit par auto- 
intoxication, ou la fructification du myxomycéte, peuvent amener 
une modification de la couleur qui passe au rouge puis au rouge 
brunatre pour souvent devenir brun foncé ou noir. C’est un proces- 
sus commun que MANGENoT (51) qualifie de rougissement léthal: 
“Lorsqu’un plasmode de Fuligo meurt sous une influence quel- 
conque (intoxication, traumatisme violent, etc.), il devient d’un 
rouge ou brun-rouge intense.’ I] a constaté que cette coloration 
rouge est tout a fait superficielle, et due probablement au contact 
de l’oxygéne de l’air. En profondeur, la coloration primitive du plas- 
mode est conservée. 

Nous avons nous-méme observé, qu’un plasmode traumatisé 
gardé sous l’eau en dehors du contact de l’air, ne modifie pas sa 
couleur, alors que le méme plasmode laissé dans l’air prend un 
rougissement léthal. MANGENOT a observé ce rougissement sur un 
plasmode qu’il avait chauffé a 70° C., et qu’un chauffage a 75° C. 
empéche le rougissement de se produire. I] conclut: ‘“‘L’ensemble de 
ces faits suggére trés nettement l’existence d’un mécanisme oxy- 
dasique a l’origine du rougissement léthal.”’ 

PARKER (56) a également observé ce rougissement, mais elle l’at- 
tribut a une acidification progressive du plasmode au cours du 
vieillissement des cultures. Nous ne sommes pas d’accord avec 
cette conclusion, en effet, bien que toutes nos expériences aient été 
effectuées sur des milieux tamponnés a pH 6, et que nous n’ayons 
jamais constaté de forte acidification des vieilles cultures, nous 
avons fréquemment observé le rougissement léthal. 

NELson et DAwson (55), ont montré que chez la pomme de 
terre, dans des conditions favorables, la tyrosine peut étre trans- 
formée en un produit d’oxydation rouge, probablement hallachrome 
puis noir (mélanine), par la tyrosinase normalement présente chez 
cette plante. Les phases intermédiaires dans ce processus sont 
dopa (3,4 - dihydroxyphenylalanine) et orthoquinone. 

LEVER dans un entretien personnel que nous avons eu en 
1948, nous a dit que chez certains animaux, la pigmentation noire 
était due a l’action d’une tyrosinase. 

L’analogie qui existe entre les différents phénoménes observés 
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chez les myxomycétes, et les faits cités ci-dessus, semblent per- 
mettre d’énoncer l’hypothése selon laquelle le rougissement léthal 
des plasmodes serait un processus d’oxydation dt a une tyrosinase. 
Le plasmode vieilli ou traumatisé, ne serait plus capable de main- 
tenir bas. son rH (= 5) et l’élévation de celui-ci causerait l’oxy- 
dation qui provoque le rougissement. 

Nous avons recherché dans la littérature ce qui avait été écrit 
sur la formation et la coloration des sporanges de myxomycétes. 
MACBRIDE (47) et SEIFRIZ et RuSSELL (76), ont écrit que la 
formation des sporanges était due: 1) a des facteurs physiologiques 
internes, 2) 4 des conditions de milieu (lumiére, température, hu- 
midité, pH). Gray (25, 27) a recherché une relation directe 
entre la fructification et les conditions de milieux. Nous n’avons 
pas trouvé dans la littérature une bonne explication du changement 
de couleur des sporanges. Nous pensons que dans ce cas, intervient 
un processus exactement comparable a celui que nous avons deécrit 
dans notre hypothése d’explication du rougissement léthal. Nous 
supposons qu’il serait intéressant de mesurer le rH au cours du 
phénoméne de Ja fructification. Si le rougissement léthal était 
comparable a la pigmentation des sporanges, il serait possible de 
connaitre indirectement la nature de ces pigments. 


Etude de l’action de la. gélase. 


Nous avons trés fréquemment observé au cours de nos expériences, 
la lyse de la gélose par les plasmodes. Nous avons remarqué que 
tous les plasmodes étaient capables de produire de la gélase, enzyme 
auquel nous attribuons la lyse de la gélose. La production de gélase 
doit-étre stimulée par certaines conditions de culture. Chez Licea 
flexuosa, la lyse de la gélose est souvent liée 4 une fragmentation 
du plasmode. Nous supposons que le plasmode utilise la gélose 
comme source de carbone, en effet, la lyse de la gélose d’un milieu 
par un plasmode, ne se produit pas si l’on ajoute du sucre a ce 
milieu. Melle DaLLEuUx (21), .a démontré que le plasmode de 
Fuligo septica, lyse la gélose d’une facon notable. Elle écrit: ‘Il 
s’agit d’une attaque (de la gélose) par le plasmode ... probable- 
ment due a la secrétion d’une diastase, la ‘‘gélase’”’, dont SKUPIENSKI 
a supposé l’existence” (Fig. 7 et 14). 

Nous avons remarqué que nos plasmodes pouvaient suivant le 
milieu qui leur était offert, digérer, soit un sucre (glucose, tréhalose, 
xylose) soit, a défaut de sucre, la gélose du milieu. Dans ce cadre 
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les observations de COHEN (19) sont aussi d’importance. Il a montré 
que le plasmode est capable de digérer l’amidon. L’auteur suppose 
que les bactéries associées font profit des sucres formés. A notre 
avis aussi le plasmode lui méme est capable d’adsorber ces produits. 
Ces faits semblent s’accorder avec les conclusions d’IwanoFF (34), 

A la suite d’observations faites chez les myxomycétes, cet auteur 
pense qu’en général, la cellule végétale devait étre capable de 
produire ou de rejeter un enzyme, selon que celui-ci lui est, ou ne 
lui est plus utile. Il écrit: ‘“Das Fehlen eines Ferments bedeutet 
noch nicht, dass der Organismus es nicht herbringen kann.”’ 


Digestion des albuminoides. 


Nos expériences ont montré que les cultures pures de L. flexuosa 
étaient capables d’assimiler les peptones. Nous supposons que cette 
assimilation se fait par l’intermédiaire d’un enzyme protéolytique.. 
Différents auteurs, ont constaté la présence chez divers plasmo- 
des, d’enzymes semblables. KRUKENBERG (41), SCHROEDER (70), 
PFEFFER (57, 58, 59) ont suivi la digestion de particules d’albumine 
colorées a l’intérieur des vacuoles des plasmodes. Pinoy (61) qui a 
fait des observations semblables chez des Acrasiales a, avec un 
extrait de ces organismes, obtenu une digestion 7m vitro de la géla- 
tine et de l’albumine. I] donne a ce produit, également capable de 
digérer des bactéries tuées par le chloroforme, le nom d’acrasi- 
diastase. 


4. CHIMIOTACTISME. 


Nous avons constaté dans le chapitre V un fort chimiotactisme, 
d’une suspension stérilisée de T. Laurenti, sur, d’une part, une 
culture pure de L. flexuosa (Fig. 6, photo 1), d’autre part, sur une 
culture pure de B. utricularis I (Fig. 6, photo 5, 6, 7). Nous avons 
observé un déplacement assez rapide des plasmodes dans la direc- 
tion de la nourriture. 

Une autre expérience a montré chez une culture pure de L. 
flexuosa nourrie avec une suspension de T. Laurentii stérile un trés 
fort courant s’exercant dans la zone hyaline qui borde le plasmode.. 
Nous avons pu faire cette observation grace a un microscope polari- 
sant. Ce courant transporte 4 droite et 4 gauche du plasmode, les. 
cellules de levure prélevées dans le dépét de nourriture. Trés long- 
temps, 5 ans, aprés cette premiére observation nous avons pu chez. 
B. utricularis jaune remarquer de nouveau le méme phénoméne. 
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HOFMEISTER (29) et plus tard VouxK (89) ont prétendu que 
la zOne hyaline qui borde le plasmode est une substance gélatineuse, 
enfermant une masse granulée plus liquide, ou seuls les courants 
peuvent apparaitre. H1LTon (28) est d’un avis semblable. Nous 
pensons nous, que les courants peuvent également se manifester 
dans la zone hyaline. 

SEIFRIZ et PoLLAck (77) ont constaté en étudiant les propriétés 
du protoplasma de Physarum polycephalum, des modifications dans 


la fluidité de ce plasmode. Ils ont écrit: ‘‘Stimulation ....solate 
the living substance. Depression or anesthesia....gelate the 
protoplasm.” 


Dans cet ordre d’idée, nous pensons que la proximité des cellules 
de levure exerce une influence stimulante et augmente la fluidité 
du protoplasme de la zone hyaline. 


5. INFLUENCE DE LA LUMIERE ET DE LA TEMPERATURE, 
Lime ne: 

La lumiére du jour a une influence néfaste sur les cultures de 
plasmodes. Nous avons trés souvent constaté ce fait chez différents 
plasmodes pigmentés. Dans une culture de B. utricularis jaune 
(Fig. 16), le réseau dense composé de veines fines, est aprés l’expo- 
sition a la lumiére artificielle nécessaire a la prise de la photographie, 
transformé en un réseau irrégulier, peu dense, composé de grosses 
veines sur lesquelles on peut voir des amas de protoplasme. Le long 
séjour a la lumiére a amené le plasmode a réduire sa surface exposée 
en contractant son protoplasme. 

Une culture associée cultivée a la lumiére du jour dans un pot de 
fleur, suivant la méthode de Melle ScHuRE (71), développe son 
plasmode dans les parties ombrées du récipient. Lorsque le plas- 
mode veut fructifier, il se déplace pour former ses sporanges vers 
les parties plus éclairées. BARANETZKI (1) avait uoté chez Fuligo 
septica une action de la lumiére analogue a celle que nous décrivons 
ci-dessus. I] observe plus particuliérement que la lumiére de courte 
longueur d’onde (bleue) est seule active sur le plasmode. Hor- 
MEISTER (29), STAHL (87), ont montré qu’une lumiére faible at- 
tirait le plasmode, alors qu’une trop forte lumiére le repoussait. 

GRAY (24) écrit a ce propos: ‘‘that Myxomycetes, like other 
organisms, have the power of changing their phototropic responses.”’ 
Plus tard, il constate (27) que les plasmcdes pigmentés fructifient 
plus fréquemment lorsqu’ils sont cultivés dans la lumiére. Les plas- 
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modes incolores fructifient aussi bien dans l’obscurité que dans la 
lumiére. I] a également montré que les plasmodes ne supportent pas 
la lumiére du soleil. 

A la suite de nos expériences, et des faits relatés dans la littéra- 
ture, il semble que ce soient les pigments qui sont responsables de 
la photo-sensibilité des plasmodes. 


Lorsque l’on examine les cultures de plasmodes en lumiére ultra- 
violette, on observe une forte fluorescence jaune-verte. Si le plas- 
mode est dépigmenté, la fluorescence est plus faible. Les traces 
que laisse le plasmode en se déplacant sur le milieu, sont également 
légérement fluorescentes. A la mort du plasmode ou au moment 
de son rougissement léthal, la fluorescence, de jaune vert, passe a 
vert foncé. 

Un extrait aqueux d’un trés jeune sclérote de Fuligo septica, 
est, en une couche de 1 mm, exposé pendant 5 minutes a une radia- 
tion ultra-violette (distance de la source 12 cm). Cet extrait donne 
apres deux mois, naissance a un petit plasmode. D’autre part, un 
plasmode de la souche Font. I, est exposé aux mémes radiations 
pendant 15 minutes a une distance de 13 cm de la source. Aprés 
ce traitement, le plasmode était encore capable de se développer. 
Ces observations montrent que les plasmodes sont capables de 
résister a la lumiére ultra-violette. Nous pensons que cette aptitude 
est due a leur fluorescence. 


Température. 


Nous avons fixé l’optimum de température des cultures associées, 
en cultivant sur flccons d’avoine une culture de B. wutricularis 
(jaune) aux températures de 18, 20, 24, 30 et 35° C. Aprés un mois, 
nous avons noté que les cultures les meilleures, se rencontraient aux 
températures de 20 et 24°C. A30° C., le développement du plasmode 
est empéché par la croissance abondante des organismes associés. 
A 35°C., le plasmode succombe rapidement. La température de 
18° C. convient bien aussi a la culture des plasmodes. Son développe- 
ment lent au début, devient plus tard trés satisfaisant, et la lenteur 
de la culture permet des repiquages moins fréquents. Divers auteurs 
ont également conclu a une température optima de culture, voisine 
de 25° C. 

Les cultures sauvages résistent souvent mieux a des températures 
plus élevées, de l’ordre-de 40° C. Nous avons constaté ce fait au cours 


15 


234 ‘Johanna C. Sobels, 


de 1’été de 1947 ot nos cultures ont été conservées a de telles tempé- 
ratures (Ceratiomyxa fruticulosa, Font. I et III). 

Un extrait de plasmodes de B. utricularis, ot figuraient encore 
des fragments vivants, a été mélangé a des milieux gélosés a des 
températures de 45 et 65° C., et conservé 15 minutes a ces tempéra- 
_ tures. Aprés environ deux semaines, nous avons, dans les deux cas, 
_ observé le développement de petits plasmodes. 

BranpDzA (9, 10, 11) en Moldavie a étudié des myxomycétes 
vivant en plein soleil, sur les toits de bois recouverts de lichens, a 
des températures certainement supérieures a 40° C. 

Il est certain, que les myxomycétes, dans leur milieu naturel, 
peuvent supporter des températures plus élevées que celles notées 
dans les cultures associées conservées au. laboratoire. 

Nous avons également fait agir des températures relativement 
basses sur nos cultures, en traitant un plasmode de L. flexuosa 
par un séjour de 15 heures dans une glaciére 4 la température de 
6° C. On voit alors le plasmode se contracter et, d’une surface de 
44 6cm? avant traitement, passer 4 une surface de 4 a ? cm? apres. 
Au sortir de la glaciére, on observe au microscope, la présence dans 
les plasmodes de trés forts courants protoplasmiques, comme le 
laissait du reste supposer la contraction causée par le froid. Les 
plasmodes sont ensuite portés a une température de 18° C., et aprés 
18 heures, ils ont repris leur surface premiére et on peut observer 
leur déplacement. 

Nous ne sommes pas sur ce point tout a fait du méme avis que 
Vouk (89). Il a observé chez les plasmodes traités par le froid 
V’absence totale de contraction et de courants protoplasmiques 
(‘‘Kalte Starre’’). Il est vrai que Vouk a utilisé une autre espéce 
de myxomycete, le Chondrioderma didermotdes et qu’il ne donne 
pas la température de son traitement, température probablement 
inférieure a 6° C. 


Si nous mettons a part l’importante question de la pigmentation 
des plasmodes, question qui a déja regu une conclusion a la premiére 
partie de ce chapitre, nous pouvons résumer les propriétés physiolo- 
giques des plasmodes en deux grands groupes. 

1) Les différents enzymes détectés dans les plasmodes, sont 
responsables, d’une part des réactions d’oxydo-réduction et des 
phénoménes qui y sont liés, d’autre part de la nutrition de l’orga- 
nisme, 
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2) Les différentes observations que nous avons relaiées a la fin 
de ce chapitre, montrent une fois de plus, que le plasmode est doué 
d’une trés grande adaptation vis-a-vis des conditions physiologiques 
imposées. Les conditions écologiques soumettent d’ailleurs le plas- 
mode a de semblables épreuves. 


CONCLUSION. 


Il est difficile de rédiger une conclusion a un travail qui comprend 
des expériences aussi variées que celles que nous avons relatées. 
Pourtant, il est une idée générale que l’on retrouve tout au long de 
notre exposé, c’est la notion de l’immense pouvoir d’adaptation 
des plasmodes. Cette adaptation, nous l’avons en premier lieu con- 
statée dans nos expériences sur la nutrition. Les plasmodes parasites 
sont capables de vivre en association avec des micro-organismes 
trés divers. Les plasmodes avec des caractéristiques parasites et 
saprophytes, peuvent eux, se nourrir de micro-organismes vivants 
ou tués, de protéines varices, de sucres divers, etc. La grande diffé- 
rence entre les deux types réside en ce que les plasmodes du premier 
type, ne peuvent se nourrir qu’en présence d’organismes vivants 
qu ils digérent ensuite par voie enzymatique, alors que ceux du 
second groupe peuvent par la méme voie, digérer des organismes 
vivants ou morts ou méme des aliments solubles. 

L’action antibiotique que nous avons décrite permet certaine- 
ment aux plasmodes d’ot elle émane, de faciliter leur nourriture en 
sensibilisant et en digérant partiellement les proies choisies. 

Cette méme action, permet de plus, aux plasmodes de se protéger 
contre les nombreux micro-organismes ennemis qui peuvent les 
assaillir. 

On comprend que ce phénoméne d’antibiose a caractére poly- 
valent permette a la masse de protoplasme nu qu’est le plasmode, 
de survivre dans la nature. 

Les plasmodes se montrent doués d’un pouvoir d’adaptation 
également trés élevé envers les conditions écologiques. Les fortes, 
comme les basses températures, les radiations de sources variées 
n’arrivent pas a vaincre leur vitalité. 

Nos expériences peuvent en partie expliquer le remarquable 
pouvoir d’auto-défence que CLIFFORD (17) signalait déja en 1897: 
“The universally observed, but unexplained sensitiveness of naked 
protoplasm, coupled with a remarkable power to protect itself when 
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placed under unfavourable conditions.’’ Les faits que nous avons 
moutrés, expliquent, en effet, que le plasmode puisse se maintenir 
montrésans un milieu naturel hostile. 


RESUME. 


1. Le plasmode du myxomycéte Licea flexuosa peut se cultiver, 
soit en culture associée avec une suspension de Torulopsis 
Laurenttt vivant, soit en culture pure avec une suspension 
stérilisée de la méme levure. Pour réaliser les cultures pures, 
nous avons adopté la méthode d’isolement de CoHEN (18). 

2. Les cultures pures de plasmode de L. flexuosa peuvent égale- 
ment se cultiver sur un milieu gélosé, auquel nous avons ajouté 
des aliments solubles. 

3. Nous nous étions proposé en commengant ces recherches, d’ob- 
tenir un milieu de culture de composition connue apte au 
développement de L. flexuosa en culture pure. Nous avons a 
peu pres atteint ce but. 

4. Il est possible de distinguer deux grands groupes de myxomy- 

cétes. Le premier de ces groupes comprend les myxomycétes 
qui sont a la fois parasites et saprophytes. Les plasmodes 
conservent dans tous les cas leur pigmentation jaune-orangé. 
I] est facile de les purifier et de les cultiver en culture pure en 
les nourrissant avec des suspensions stérilisées de micro-organis- 
mes (levures ou bactéries). 
Le second groupe comprend les myxomycétes parasites. Les 
plasmodes peuvent perdre leur pigmentation jaune, dans des 
conditions déterminées. Il est difficile de les purifier, et, aprés 
un temps plus ou moins long, les cultures pures obtenues péri- 
clitent. Il nous a donc été impossible de conserver de telles 
cultures. En culture mixte, sur un milieu apte au développe- 
ment de l’organisme associé, ces plasmodes reprennent leur 
pigmentation jaune. 

5. Les plasmodes des myxomycétes font preuve d’une action inhi- 
bitrice sur la croissance des micro-organismes de leur milieu 
naturel. Ce fait nous fut suggéré par les observations suivantes: 
a. Dans les cultures sauvages de plasmodes les micro-organis- 
mes associés se développent mal. 

b. Dans les cultures associées nous n’avons presque jamais 
cbservé de micro-organismes groupés en colonies. 
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c. Dans des cultures bien développées de plasmode, nous 
n’avons constaté que rarement l’apparition d’infections fortuites. 


. Le plasmode de Badhamia utricularis tué, laisse diffuser dans 


la gélose une substance qui posséde une action inhibitrice sur 
une culture de Torulopsis neoformans. 


. Al’aide de la méthode des auxanogrammes, nous avons montré 


que les excrétions muqueuses du plasmode sur le milieu de 
culture, ainsi que les extraits aqueux de ces plasmodes pos- 
sédent une action inhibitrice sur la croissance de certains 
micro-organismes. Selon WAKSMAN, cette action peut étre 
qualifiée d’action antibiotique. 


. L’action antibiotique de cette substance est, a notre avis, de 


nature enzymatique. Cette action peut s’exercer indifféremment 
sur des bactéries Gram-positif ou négatif, sur des levures et 
sur des champignons filamenteux. 


. Cette ‘‘antibiose’”” permet de poser d’une facgon nouvelle les 


problémes de conditions de vie et de nutrition des myxomy- 
cétes. En plus de la nutrition par simple phagocytose, les 
myyomycétes, possédent, semble-t-il, le pouvoir d’attaquer 
certains micro-organismes pour les digérer par la suite. Ils 
possédent en outre, un pouvoir d’autodéfense. 

En étudiant les propriétés physiologiques des plasmodes, nous 
avons été amenée a supposer qu’il existe probablement, au moins 
deux complexes enzymatiques liés, l’un au systéme d’oxydo- 
réduction, l’autre a la nutrition du plasmode. 

Outre une forte action peroxydasique-catalasique, nous avons 
constaté une action tyrosinasique aussi importante. Un lien 
semble exister entre l’action de ce dernier complexe et, d’une 
part, le rougissement léthal du plasmode, d’autre part, la 
pigmentation progressive des sporanges. Les processus de pig- 
mentation sont probablement accompagnés d’une élévation 
du potentiel d’oxydo-réduction. 

Des courants protoplasmiques intenses sont observés dans la 
zone hyaline qui borde le plasmode. Ils semblent crées a la 
suite d’une action stimulatrice exercée par Torulopsis Lau- 
rent tués. 

Les plasmodes de myxomycétes possédent un maximum de 
température plus élevé que celui de la plupart des autres 
organismes. Ils peuvent résister aux radiations ultra-violettes. 
Ils ont une fluorescence jaune-verdatre qui devient plus foncée 


238 


6. 


Johanna C. Sobels, 


lors du rougissement léthal. Les plasmodes non pigmentés 
donnent une faible fluorescence jaune-verdatre. 


SUMMARY. 


. The plasmodia of the myxomycete Licea flexuosa can be culti- 


vated in association with a suspension of living Torulopsis 
Laurentii or in pure culture with a sterilised suspension of the 
same yeast. 


. Pure cultures of the plasmodia of Licea flexuosa can be grown 


on an agar medium supplied with soluble food. 


. Starting this research it was our purpose to obtain a medium 


of known composition suitable for the development of Licea 
flexuosa in pure culture. We came very near to accomplishing 
this purpose. 


. It is possible to discern two large groups of myxomycetes. 


The first group comprises the myxomycetes which are both 
parasites and saprophytes. The plasmodia retain under all 
conditions their orange-yellow pigmentation. They can be easily 
purified and grown in pure culture by feeding them with 
sterilised suspensions of micro-organisms (yeasts or bacteria). 
The second group contains the parasitic myxomycetes. 

The plasmodia may lose their yellow pigmentation under defi- 
nite conditions. They are difficult to purify; after a shorter or 
longer interval the pure cultures will decline. We have not been 
able to keep any of these alive as pure cultures. In mixed 
cultures on a medium favourable for the development of the 
associated organism, these plasmodia will regain their yellow 
pigmentation. 


. The plasmodia of myxomycetes on their natural medium prove 


to have an inhibiting action on the growth of micro-organisms. 

This fact was suggested by the following observations: 

a. In wild cultures of plasmodia. The associated micro-organ- 
isms do not develop normally. 

b. In mixed cultures we have hardly ever observed micro- 
organisms grouped in colonies. 

c. In well-grown cultures of ._plasmodia we have but seldom 
noticed the appearance of stray infections. 

A substance from a killed plasmodium of Badhamia utricularis 
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when diffused in agar acts growth inhibiting on a culture of 
Torulopsis neoformans. 


. With the auxanogram method we have shown that the mucous 


excretions of the plasmodium on the medium as well as the 
aqueous extracts of these plasmodia possess an inhibiting action 
on the growth of certain micro-organisms. According to WAKs- 
MAN this action may be considered as an antibiosis. 


. We assume that the antibiotic action of the above mentioned 


substance is of enzymatic character. This substance acts as well 
on Gram-positive as on Gram-negative bacteria, on yeasts and 
on filamentous fungi. 


. This “antibiosis’”’ allows of a new view on the problems of life 


conditions and nutrition of myxomycetes. Beside nutrition by 
simple phagocytosis myxomycetes seem to possess the faculty 
of attacking certain micro-organisms in order to digest these 
subsequently. They possess moreover the power of auto- 
defence. 

Studying the physiological properties of plasmodia we may 
suppose that there are at least two enzymatic complexes, 
related one to the system of oxydo-reduction, the other to the 
nutrition of the plasmodium. 

Beside a strong peroxydasic-catalasic action we have observed 
a tyrosinasic action which is as intense as the former. A 
relation seems to exist between the action of the latter on 
the lethal reddening of the plasmodium as well as on the pro- 
gressive pigmentation of the fructifications. The pigmentation 
is probably accompanied by an increase of the redox-potential. 
Protoplasmic currents have been observed in the hyaline zone 
which borders the plasmodium. They probably result from a 
stimulating action by the dead Torulopsis Laurentit. 

The maximum temperature of myxomycete plasmodia is fairly 
high when compared with that of other organisms. They may 
survive ultra-violet radiation. Their greenish-yellow fluorescen- 
ce becomes darker with the lethal reddening. The unpigmented 
plasmodia show a dim greenish-yellow fluorescence. 
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PHAGE TYPING OF SALMONELLA TYPHI IN 
THE NETHERLANDS 


by 


R. TH. SCHOLTENS 
(Received June 6, 1950). 


INTRODUCTION AND TECHNIQUE. 


In 1938 CRAIGIE and YEN (6) reported that they could identify 
stable types of S. typhi and that their method was of practical value 
for the epidemiologist. In 1947 CraiciE and FELrx (8) published 
suggestions for the standardisation of this method, and an Inter- 
national Committee for Enteric Phage Typing was formed. The 
Central Enteric Reference Laboratory in London (Director: Dr 
FELIX) acts as an International Central Reference Laboratory for 
Enteric Phage Typing. 

Phage typing was started in Holland with the adapted prepa- 
rations of the twenty-four types known at that time, which were 
obtained from Dr FELIx. The technique recommended by CRAIGIE 
and FELIx was followed, but in 1947 their standard medium could 
not be prepared in sufficient quantities, as the supply of Bacto 
meat extract prescribed was not adequate for the needs. Therefore, 
another medium was prepared with extract of fresh meat containing 
the same elements in the same proportions. 

The prescription was: Mince 0.5 kg meat and incubate for 24 
hours with 1 1 water at 4° C. Boil for 20 minutes and filter through 
cloth. Bring the volume up to 1 1. Add 12.5 g Difco pepton, 7.5 g 
NaCl and 20 g agar powder. Heat for 20 minutes at 115° C. and 
adjust the pH to 6.6 with a solution of 15 % Na,COs3. Sterilise at 
£157. 

This medium gave very satisfactory results; the phage reactions 
were stronger and more conspicuous with both typhoid and para- 
typhoid bacteria, than on the standard medium. 

16 
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§ 1. SURVEY OF RESULTS. 


From December 1947 till October 1949 478 strains were received 
for phage typing purposes. 70 % of these strains were isolated from 
different cases, the other 30 % were collected from repeated exami- 
nations. It appeared that 332 of these strains belonged to one of 
the known types of Craici—E and YEN. The distribution of fre- 
quencies of the types was A: 46, B,: 4, C: 17, D,: 53, D,: 3, D,: 12, 
D,: 7, E,; 164,-and F; 26. 

Of the untypable strains 35 did not contain the Vi antigen. Most 
of these strains were obtained from carriers. New adaptations of 
the Vi phage type II of Craicie and YEN allowed the classification 
of only a few of the other untypable strains. A method was devised 
by which the numerous remaining strains could be subdivided into 
groupings. The distribution of the frequencies of strains of these 
groups is given here, anticipating the description of the groups and 
their biological significance: Utrecht VI : 1, Utrecht X : 6, Utrecht 
I< 57, Utrecht IX. > 6, Utrecht-Il: 3, Utrecht Ille:27;-Utrecht 
IV: 7, Utrecht VIII: 10. 


The groups best characterised are mentioned first. After 
commenting on the results obtained with type A, I shall discuss the 
method used for grouping the untypable strains. 


eZ. 1 YPE A. 

a. In the system of CRAIGIE and YEN. 

Strains of type A have been found to cause outbreaks of typhoid 
fever, and have been isolated also from cultures of different true 
types. These latter observations may explain the fact, that, in the 
case of old carriers, the percentage of strains of type A and of strains 
exhibiting sensitivity to several (but not all) phage preparations, is 
surprisingly high. These strains are probably variants of other 


types. 


We can mention here the following three observations: 

1. On board of the steamer “Holland’’ an outbreak of typhoid 
fever was observed. Type D, was isolated from the patients. The 
carrier who from the epidemiological data was suspected to 
have caused the epidemic was found to excrete type A at several 
examinations. 

. Frcm a carrier in Amsterdam, type A was isolated. Type D, 
was found in a subsequent examination a year later. 

3. In Amersfoort a case of typhoid tever (type D,) was found. The 

epidemiological investigation showed that a house-mate was a 


to 
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carrier. From his feces type A was isolated at one examination 
and type D, at another. 


b. Type A in systems drawn with other adaptable Vi phages. 


The Vi phages 22 Utrecht, 23 Utrecht, 25 Utrecht and 26 Utrecht 
showed an adaptability similar to the adaptability found in the Vi 
phage type II of Crarcie and YEN. With these phages a system 
of types can be evolved corresponding even in details with the 
type system of CRAIGIE and YEN; for instance type E, is lysed by the 
preparation adapted to type E,. Type E, is lysed only by its own 
preparation. However, the strains of type T, as well as the strains 
of type 28 (type Utrecht X), reacted with all the adapted prepa- 
rations of these phages. None of the examined strains of these two 
types can be discerned from type A with these phages 2). 

These relations show that type A, as diagnosed with the system 


TABLE I: 


Reactions of types of S. typhi of CraiGIE and YEN with the critical test 
concentration of the adapted preparations of a bacteriophage isolated from 
surface water. 


| Preparations of Vi bacteriophage 22 Utrecht adapted to types: 


Strains 
of 
goal baba. | . pes y CoD, ued, HEE) Belial: Hz 
A Chul cl cl Cee? |e cla tcl tects |= iclsi scl 
Wi cha acl cl Cie Oa eClleclLap.cl trcleercl 
Utrecht X 
(type 28) cley ch cl Gat Ae el Gy cl ah él | ch 
Cc Seed ogee a oN A Se ee a i lc SN te Ue 
D; — | — — —jecd {ad |—!—|—]— 
D, say _ eerie Chae Sy oy | = 
E, — |— — —— | — | —=7 cl} cl |. —. | — 
E, — | — — —— |e (ee —— ek i ie 
G — |— — — | — | — | — | — | el | — 
H — a — — | — | — | — |} — | — | el 


cl = confluent lysis. + = a few plaques usually present. 


1) I examined six strains of type 28 (Utrecht X) isolated at the ‘‘Rijks 
Instituut voor de Volksgezondheid”’ and six strains of type T, obtained from 
Fe.ix from London. Three other strains obtained from Frrix with the 
diagnosis type T do not belong, in my opinion, to type T, but to a type to 
be described below (type Utrecht I). 
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of CRAIGIE and YEN, may include all the strains of more than one 
true type, in addition to the strains which are to be regarded as 
infrequent variants of other types, mentioned above. I examined 
fifteen strains, diagnosed as type A by means of the system of 
CRAIGIE and YEN, with the critical test concentration of prepa- 
rations of two adaptable phages — phage 45 Utrecht and phage 298 
Utrecht — prepared by propagation on the strain of type A of 
FELIx. The preparation of the first-named did not lyse six of the 
strains examined; between two of these strains an epidemiological 
relationship could be established. It will perhaps be possible to 
subdivide type A of CRAIGIE and YEN in this way. As it was not 
possible to adapt one of the phages to these strains, we could not 
ascertain whether this method is of value. 


§ 3. CONSTITUTIVE AND ADAPTIVE AFFINITIES OF VI PHAGES. 


The sensitivity of typhoid strains to Vi bacteriophages, which do 
not possess the adaptability shown by the Vi phage type II of 
CRAIGIE and YEN, depends on the type to which the strains belong. 
All the strains of some types are lysed in the critical test dilution, 
whereas none of the strains of other types are attacked. Each 
bacteriophage lyses a different group of types. 

Here I should like to draw a parallel with the situation in 
enzymology. There exist constitutive enzymes, secreted by strains 
in all conditions, and adaptive enzymes produced only when the 
sensitive substratum is present. 

The Vi bacteriophages possess constitutive affinities which are 
always found, and adaptive affinities formed only in the presence 
of the substratum. 


§ 4. PHAGE TYPING WITH THE UTRECHT SYSTEM (A SYSTEM OF 
UNADAPTED VI BACTERIOPHAGES). 


I used the differences in affinity of unadapted Vi phages for 
different types of typhoid bacteria as a tool for phage typing. I 
prepared the critical lysing concentration of preparations obtained 
with fifteen Vi bacteriophages by propagation on the strain of 
type A received from FELIx. In addition to the phages of type I 
and type IV of CRAIGIE and YEN, obtained from London, I used 
thirteen Vi phages isolated from surface waters. Among these 
bacteriophages were the adaptable phages 22, 23, 25, 26 Utrecht 
mentioned above. Most of these phages gave reactions with a 
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different combination of types. From this there resulted chara- 
teristic combinations of reactions for the different types of typhoid 
bacteria. A parallelism between the reactions in the Utrecht system 
and the type diagnosis obtained with the adapted preparations of 


TABLE II. 
Utrecht System. 
Reactions of types of Craicie and YEN with the critical test concentration of 
preparations of different Vi bacteriophages prepared with a strain of type A. 


Bacteriophages 


Strains| + | # Beiet ps so | eel |e lee toe 
ae o {8 aS oO By ae 3) Ss) 3) 3) 3) 3) ) 
ores fib | eee Bee ee See | 8 
types | 5 | 18 els Se mt mo ee ee Aen | 
rem le) Seay aa] RAs BA eh Skee g 
A cl cl cl cdl | ad |ca|a Cle eClanieecie clas |incl alm clsieecl||iecl! 
Beqaicla 4 el 2 le cl Clee ra cl cl | +4/42] +4/43] +4] +42! a 
eee ey Ede eg td hi 2 est Se | 
B, +2] cl cl peed eek el | ek tele ct gel | cl al eta} cele | cl 
ie — |—!cel cl | — |} cl ee eee 
ibp Sl SSS ao Mike Se tere OS Gr Ie ees fees eng see eee PS ae eee Dr 
Os — |— | cl cl — 
D, ena Be esd Se) ee ee el eh eb ced Selb 8 
D, cl cl cl cl ch CAS Clos Wh ite Clie | —— cl al || teil 
Deg Se SS RES ae ae a eS a ee ee ee ee eer 
ss | 
et. V.)) 2) — |} +4) — } cl | cl | cl | —) +4) — 1] el | cl [41)— 1] a 
E, cl A peel fel eel Ee) pea cS | atl | dd 
5. —;+;]— rel en [ee ee ee ee ae a a a 
F, a Se ae re re ae ee ee ee car a eee ae) 
F, See fee fF cl Rc fy. cl 7 — } — fo | = best — | ol 
G aa a ce Pt Le | Sao | Ca ee 
H — | ol’ a a Pt PS Pe Pa PP Te 
i —= ff —— | ele pf af et J 
K +1]! cl cl cl cl CA rel be Se ee a ee el er! elale cl 
L, of — joel | +2) 42) 4 [ot Se hae th ge has kote bal see ieee TL 
L, +i — jock | +2) +2) +) + oy att Se ee Bs at 
M — | — | — | — | — | +4) — JF — J] ee J ed es ed es er 
N +4) cl cl cl | +4; +4] cl | — | — ! cl | — | — | +2] el | cl 
O el} cl i cl | cl j cl | cl | cl (+4) — |] cl | — | —] dj ad {ed 
T | +3) dj d | dj —j4ij/4+2) did }/4+3) ad} da), 4+jaj}s 


cl = confluent lysis. ( ) = reactions not always observed. 
+1, +2, +3, +4 = increasing numbers of plaques. 

cla 4 = partially confluent plaques. 

+ = few plaques usually present. 
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Vi phage type II was shown to exist with the following numbers 
of strains: E,; 70,,D,415.C..8) Di3 5 j<-3.  nedypessttaine, 
obtained from FELIx was the only strain of type D, which did not 
react with the unadapted preparations of phages 23, 25 and 26 
Utrecht. 

It appeared that the strains which were untypable by the method 
of CRAIGIE and YEN could be subdivided into groups by means of 
this system. The reactions of these groups differed usually, but not 
always, from the reactions of the known types. As the grouping 
of typable strains after the Utrecht system fairly agrees with the 
typing with adaptable Vi phages, this grouping can be considered 
to be of similar biological significance. 

The Vi phage type II of CraiciE and YEN could be adapted to 
strains of a few of these groups. In these cases the parallelism 
between the results obtained with the Utrecht system and the 
results obtained with the system of CRAIGIE and YEN could be 
established again. In table III the reactions of a few of these groups 
are given. 


TABLE III. 


preparations of different Vi bacteriophages. 


Reactions of ‘‘groups’”’ of untypable strains with the critical test concentration of 


cl = confluent lysis. ( ) = reactions not always present. 


+1, +2, +3, +4 = increasing numbers of plaques. 


cla 4.= partially confluent plaques. 


Phages utilised 
3 a) 

Mo) 8 2 

Bee a be Oo) aoe ie ie ee ee Se le ee 

SEO ont: OF st AE Bh eS eee ie eo oe Wa yo ae © H 

oO ~ u y ~ O 9 4 ra a i Hi H o e g + 

> ~ ~p O WY ~ ~p am .f) ~ Pe) » .f) aa) iS 

: PPP Te Te be fe he ye |e Pe fe 2S pore 

| of el ey be & Gh pea. en) ibee phcee gira ayceg ate seal comes 

Teele chisel eb el i cl Se ol gif apes ene yee eee 

IT} + |] +2/ +3) cl | +4) +4) cl | — | —} cl | — | — | 44) el Gl 

TIT = see b 4 i cl eae cl bh) cl Ss ea cl cl 
IV fe) — | el ae 8 ese a (+) (+) 

Vise ch 51) - Voy = teed ae) | SS ee 

VIII | — |} — 'cla4 cl | —!} cl — 
IX | +3} — | cl | — | +2) +17) +1) — | — | — | — | — | 43) — | +4 

NOG ewe Cle Clo ele ee Clea oer eclan eCl|ae- an ent 
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§ 5. DISCUSSION OF THE GROUPS FOUND. 


a. Types, also established by adaptation of the Vi phage type II 
of CRAIGIE and YEN. 


Tevpe Urrecnt Vi. 


A single strain of this type was found with a carrier of 20 years 
standing. The adaptation of Vi phage type II was very easily 
obtained. The type is accepted as type 27 (SCHOLTENS) in the 
official system. 


iy pec’ t ree hit =x! 


The combination of reactions of this type in the Utrecht system 
has a superficial likeness to the reactions obtained with type T. 
The adaptation of Vi phage type II was, for this reason, started 
with a preparation of type T. After several vain attempts, a prepa- 
ration was obtained which had developed a high degree of speci- 
ficity for these strains. The specificity for type T was not lost. 
Reactions of the type strains of type N with the test dilution were 
observed. The type was accepted as type 28 in the official system. 
Six strains that showed the reactions of type Utrecht X in the 
Utrecht system and reacted with the specific preparation of type 28 
were found during the period described here. 

Later on strains were found, showing the reactions of type 
Utrecht X in the Utrecht system, which did not react with the last 
mentioned adapted preparation. An adaptation was performed, 
starting from this specific preparation for type 28. A preparation 
was obtained, neutralized specifically by a serum anti Vi phage 
type II. It reacted in the critical test concentration with types 
N, T, 28 and with the new strains. 


fype Utrecht. 

In addition to a certain number of strains that were not lysed 
by any of the adapted preparations of the Vi phage type II, I 
received several which reacted only with type T, or with this type 
and with the preparations of type N and O. Examining these strains 
for the first time with the Utrecht system, I expected the very 
characteristic reactions of type T. However, a combination of 
reactions appeared that could hardly be explained as a variation 
of the reactions of type T. The reactions were very much like the 
reactions for type O. Some strains which had not shown any type 
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reaction in the system of CRAIGIE and YEN, gave the same combi- 
nation of reactions. It appeared that by the Utrecht system a 
grouping was procured that was in agreement with epidemiological 
data. Most strains were obtained from an epidemic that reigned in 
Noord-Brabant soon after the war. A carrier from Hilversum who 
excreted this type Utrecht I, appeared to have been a case in this 
epidemic. Further sporadic cases were observed, among others a 
carrier in Breukelen and a case infected by her. 

Among a collection of strains obtained from Dr FELIx, with the 
diagnosis type T, three strains were found, which reacted in the 
Utrecht system in an identical manner to the strains diagnosed 
type T in the Netherlands. These were the strains T 2341 from 
Treland, strain T 2574a from Wigan and strain T 2308.from Paris. 
These strains belong, in my opinion, to type Utrecht I. Strains of 
type Utrecht I often exhibit, on examination with the adapted 
preparations of CRAIGIE and YEN, reactions similar to those of 
type T. A closer examination with the method of indirect typing, 
however, shows differences. This method consists in propagating 
the Vi phage type II on the strain under examination and testing 
the critical test concentration of the preparation obtained on 
strains of known type. The specificity developed indicates the 
types of the strain. 

I propagated the Vi phage type II on the strains of type Utrecht 
I. Starting from a preparation of type T, I made 25 passages on 
a strain Ty 704, 1948. This preparation had lost the specific affinity 
for type T. The following passages were made in order to obtain 
further preparations: 


1. on strain T 2308: 18 passages. 

2. on strain T 2308 : 37 passages. 

3. on strain T 2308: 18 passages and a further 19 on strain Ty 11079 
(type Utrecht I). 

4. on strain T 2308:18 passages and a further. 19 on strain Ty 3668 
(type Utrecht I). 


None of the preparations obtained possessed the specific affinity 
for type T. If the preparation mentioned above, which had made 
25 passages on strain 704, was propagated just once or twice on 
the strains giving the reactions of type T in the Utrecht system, 
the specific affinity for type T was easily recovered. 

The preparations obtained by propagating the phage type II on 
strains of type Utrecht I had developed an affinity for this type. 
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These preparations showed minute plaques with these strains in a 
titer which was not far from the titer obtained on a strain of type A. 
The plaques were hardly perceptible with the naked eye. 

For this reason perhaps, the demands on the medium are very 
high. The plaques were often missed on the standard medium of 
CRAIGIE and FELIx, but appeared on the medium containing fresh 
meat, described above. The phage preparations reacted neither with 
other types of CRAIGIE and YEN (including type O) nor with the 
groups of the Utrecht system. In fluid media the preparations lysed 
the strains of type Utrecht I in a much lower titer than the strain 
of type A of Dr Felix (e.g. 1/10° with type Utrecht I and 1/10° 
with type A). 

The strains of type Utrecht I have a great tendency to react 
with more than one adapted preparation of the phage type II of 
CRAIGIE and YEN. With freshly isolated strains, the specificity of 
the preparations and the great difference with preparations of 
type A of Vi phage type II can be shown. In my opinion the 
reactions of the strains of type Utrecht I with both the Utrecht 
system and the adaptable Vi phage type II of Craicie and YEN 
(that differentiate them from type O) justify the acceptance of this 
grouping of strains as a new type, notwithstanding that the spe- 
cificity developed by Vi phage type II is not as pronounced as 
in the case of other types. 

In the ,,Rijks Instituut voor de Volksgezondheid”’ (R.I.V.) the 
diagnosis is always based on the reactions in both systems. 


Type Utrecht IX. 


This group of nine strains was collected in two different epidemics. 
Three other strains were found before the period described here. 
FELIx has typed these strains as D,, on the ground of having 
observed microplaques with his preparation D, of Vi phage type II. 
The adapted preparations which I obtained with type Utrecht IX 
showed reactions with both the strains of type D, and the strains 
of type Utrecht IX which were clearly visible to the naked eye, 
whereas neither the preparation of FELIx of type D, nor other 
preparations of type D,, prepared in the R.I.V., gave reactions in 
the critical test concentration with the strains of type Utrecht IX 
(readings were made after 6, 9 and 18 hours). The reactions of 
these latter preparations with strains of type D, were very distinct. 
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There is most certainly a difference between the preparations of 
type Utrecht IX and the preparations of type D,. 

In the Utrecht scheme the strains of type Utrecht IX give 
reactions with the same bacteriophages as type D, reacts with, 
although the number of plaques is smaller. It will, perhaps, be 
possible to find other biological criteria and to throw light on this 
problem from another angle, before a final opinion is given on the 
position of this type. 


b. Groups of the Utrecht system, that did not allow an adaptation 
of the Vi phage type II of CrAIGie and YEN. 


None of the groupings of the Utrecht system which did not 
allow an adaptation of the Vi phage type II was of epidemiological 
interest. They will be mentioned briefly. 


Bopper ec lt Li, 
Four strains have been found of this grouping. Two were isolated 
from one carrier and two from another carrier, infected by the first. 


Gy pesvinresch telik 

Four strains were found in cases without epidemiological con- 
nection. As the reactions of this type are very similar to those of 
type II, they may perhaps be combined. 


bype Utrecht lV. 

The reactions observed with type IV are very different from the 
reactions observed with other types. These strains were isolated 
several times from two different carriers in the same village. 


LV Dear 6c at VAT. 

The reactions of this type in the Utrecht scheme are identical 
with the reactions of type C of CRAIGIE and YEN. The strains, 
however, do not react with the specific preparation for type C of 
the Vi phage type II. They are perhaps, untypable strains of type C. 
They were isolated repeatedly from two carriers. 


§ 6. DISCUSSION OF THE VALUE OF THE UTRECHT SCHEME. 


In the system of CRAIGIE and YEN all preparations are derived 
from the same phage. This is considered to be one of the funda- 
mental principles of the method. The general experience is, however, 
‘that the system does not allow the typing of all strains. 
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It has been proved that the varietal subdivision of S. typhi, 
demonstrated by the method of Crarcie and YEN, underlies the 
sensitivity of typhoid strains for other phages. This made it possible 
to evolve the Utrecht system, which is a supplementary system, to 
be used in addition to the system of CRAIGIE and YEN. There is 
advantage in examining the same material from a different angle; 
relations may be found by the second method, that have been 
overlooked by the first. Seeming discrepancies will disappear on 
closer examination, as was shown in the case of type Utrecht I. 

The Utrecht system is of value for a preliminary grouping of 
untypable strains. It is of value for the diagnosis of type Utrecht I, 
one of the most frequent types in Holland, and for the diagnosis 
of strains reacting with several preparations in the system of 
CRAIGIE and YEN. The importance of the system will increase by 
further experience. 


Summary. 


A survey has been given of the results of phage typing of strains 
of S.typhi found in Holland. It has been shown, that type A includes 
a different group of strains in systems drawn up with different Vi 
phages. An auxiliary system — to be used besides the system of 
CRAIGIE and YEN — and a few new types, have been described. 
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LYSOGENICITY AS A TOOL FOR BACTERIOPHAGE 
TYPING OF SALMONELLA PARATYPHI B 
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INTRODUCTION. 


The method of phage typing of CraiGIE and YEN (8), which 
permits a varietal subdivision of S. typhi is based on the pheno- 
menon that, from a single phage, preparations indicating the 
various types can be derived. These preparations are obtained by 
adaptation, 7.e., by propegating the phage on strains of each of the 
different types. This grouping is one of the principles underlying 
the sensitivity of typhoid (and other) bacteria for phages in general. 
If preparations of phages (0 or Vi phages) are titrated on 
strains of typhoid bacteria, it appears that all the strains of 
some types are lysed at much greater dilutions than all the strains 
of other types. Some types hold an intermediate position. Con- 
versely, strains of different types of (typhoid) bacteria, if tested 
with the critical test concentrations (7.e., the greatest dilution of 
phage which just produces confluent plaques on sensitive strains) 
of preparations of a certain number of phages, show a different 
combination of reactions. Consequently, distinct types of bacterial 
species can be discerned by means of the characteristic reactions 
(ascertained by experiment) of a system of unadapted phages, 
provided that different sources of error — as for instance the 
absence of substances that play a role in the adsorption of the 
bacteriophage — have been considered. 

FELIx and CALLow (9) evolved a scheme of typing for S. para- 
typhi B, which they claim to be built on the same principles as 
the system of CRAIGIE and YEN. With the phage preparations of 
five types, indicated by this system, which Dr FELIx kindly put 
at my disposal, I could type only 15 % of the strains found in 
Holland. Attempts to adapt the phage of FELIx to the untypable 
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strains by propagating the phage on these strains were unsuc- 
cessful. 

For this reason I have investigated whether the phenomenon of 
lysogenicity (OTTO and MunTER (19), LIsBoNNE and CARRERE (16)) 
can be used as a tool for phage typing. 

There are bacterial strains that it is impossible to deprive of 
their lysogenic power. GILDEMEISTERS (13) strain coli 88 is a 
well-known example. BURNET (6) showed that it was not possible to 
isolate variants incapable of producing a certain phage from a 
lysogenic G&artner strain. 

Therefore, it seems likely, that paratyphoid bacteria will continue 
to produce the same phage when passing form one patient to an- 
other, and that the demonstration of identical phages in differenc 
strains is a datum of epidemiological interest. WHITE (21) showed, 
that fifteen strains of Vibrio cholera obtained from India were 
lysogenic while ten Chinese and Japanese strains proved free of 
this phage and sensitive to its action. 

As S. paratyphi B is very often lysogenic (NICOLLE é¢ al. (18)) this 
micro-organism is a suitable object for ascertaining whether it can 
be differentiated into types, characterised by the phages they pro- 
duce, and whether these types correspond with the types of FELIx 
and CALLOw. 

Now a threefold problem was to be solved. Firstly, bacteriophages 
were to be isolated from the strains; secondly they were to be 
classified in groups of identical phages and thirdly the many 
untypable strains were to be grouped. 


§ 1. TECHNIQUE. 


a. Test of affinity (virulence) of phages. 

A drop of the critical test concentration (the highest dilution of 
the phage which just produces confluent plaques on strains sensitive 
to the phage) is brought with a platinum loop or capillary pipette 
to the surface of an agar plate inoculated with the strain. Readings 
are made after 24 hours at 38° C. 


b. Medium. 


The medium containing extract of fresh meat described by 
ScHOLTENS (20) was used in all experiments, 
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c. Preparation of anti-phage sera. 


Six or seven injections in progressively increasing quantities (0.1, 
0.2, 0.4, 0.8, 1, 1.1 ml resp.) of a filtrate of critical test concentration 
1/10? or higher are given intravenously to a rabbit. The animals 
are bled a week after the last injection. 


d. Serological examinations. 


An equal quantity of serum dilution is added to 0.3 ml of the 
critical test concentration of the phage under examination. After 
incubation overnight at 37° C. the mixture is tested for phage 
content on a sensitive strain. A mixture of phage dilution and saline 
solution serves as a control. 


§ 2. ISOLATION OF PHAGES. 


The simplest method of demonstrating a phage in a bacterial 
strain is by filtration of a broth culture. The phage can be tested 
directly on sensitive strains. 

The second method was described by LISBONNE and CARRERE(16). 
In this method the two organisms are grown in mixed culture; 
then the filtrate is tested on the sensitive strains. Here arises the 
difficulty of establishing which of the strains has produced the 
bacteriophage, for it is a common thing to find a phage that attacks 
both strains equally well. Consequently it is possible that phages 
are virulent for the very strain they arise from. If, therefore, two 
strains are grown in mixed cultures, and a phage is brought forth 
that attacks one of the strains only, this phage may have been 
produced by either strain. 

I used the following principle in localising the phage in one of 
the two strains: if a strain is grown in mixed culture with each of 
various strains of other types and if a particular phage is observed 
to arise in several of these combinations, whereas this phage is 
not found in mixed cultures of the other strains, then the bacterio- 
phage is localised in that strain. 


§ 3. IDENTIFICATION AND DISTRIBUTION OF PHAGES. 


In order to establish the similarity of phages, they may be 
compared as to plaque type and thermostability. Moreover the 
host range may be ascertained. If a phage preparation is tested 
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on different strains, preferably of different types, it will be seen 
that each phage preparation attacks a different combination of 
strains (that each phage has a particular host range). 

The serological properties of the bacteriophage are however by 
far the most constant and important. The antigenicity of the 
bacteriophage has been discovered by BorpDeET and Cruca (2). It 
has been shown by several authors (BRUYNOGHE and APPELMANS(5), 
GRATIA and DE NAmourR (12), BuRNET, KerocH and LusH (7)) 
that the serology of the bacteriophage is one of its most intrinsic 
properties and that it remains constant, whatever strain the phage 
has been propagated upon. During this investigation the paramount 
importance of serology in the relations studied became evident. 

I found that, if strains of S. paratyphi B are examined, a single 
strain may produce phages which show variation in host range. 
If serologically identical phages are considered to be variants of 
a single phage, the following relations are found. 

There is one particular bacteriophage that is produced by several 
types of S. paratyphi B. Two varieties of this bacteriophage have 
been found attacking respectively types 3a, 3b and 1 of FELIx, 
and 3a and 3b only. Several types can be shown to produce a second 
bacteriophage which possesses a characteristic serology and varying 
host range. 


§ 4. REACTIONS OF PHAGES AND SERA. 


In table I the titers are given for different phages of the sera 
prepared. The phages are indicated by Roman numbers, the variants 
by Latin letters. Further the bacterial strains and types from 
which the phages have been isolated are indicated. 

When the sera prepared with identical variants, or even with 
identical preparations, are compared, considerable differences in 
cross-reactions may beseen. If, however, the reactions of the variants 
of the phage preparations isolated from a single strain (or from 
strains of the same type) are compared, a close parallelism is ob- 
served whatever the differences in host range of these phage prepa- 
rations. 

The bacteriophages could be ranged to show more serological 
relationship to their neighbours in the table, than to the phages 
placed further away. Phage I (the phage occurring in several types) 
reacts only with its own serum; this serum does not neutralise any 
other phage. Sera specific for phages [Vand VI were obtained as 
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well as sera showing cross-reactions. The bacteriophages VII, V, II 
and III can only be discerned serologically by comparing their 
reactions with several sera, as will be discussed together with the 
corresponding bacterial type. 

The reactions of some of the phage variants (e.g., IV a and b, 
Vi a, f, and g, VII a and e) are given, to show the close parallelism 
in their serological reactions between the variants of single phages. 


§ 5. PROVISIONAL GROUPING OF STRAINS AND IDENTIFICATION OF 
NEW TYPES. 


In order to obtain a grouping of the strains that were untypable 
by the system of FELIx, I took a strain from each of the outbreaks 
observed in Holland and isolated phages from these strains by the 
two methods described above. With these phages a provisional 
typing system was formed that procured a grouping of the strains. 
(Identical phages were eliminated). In this way a few types were 
identified, that were characterised by their phage reactions and by 
the serology of the phages they produced. 

In table II the reactions of the phages with strains of each group 
or “‘type’’ are given. The Roman numbers indicate the phages, the 
Latin letters indicate the variants. The table does not claim to 
include all possible variants. Perhaps even other phages will be 
found in the strain examined. The preliminary system I utilised 
contained the variants Ia, Ib, IIIb, IVa, IVb, VIc, VId, VIIc. 

Further study will show whether it is possible to draw with these 
phages a type scheme wherein all types are attacked by at least 
one variant of each phage. In this case the loophole is avoided of 
a negative phage reaction being due to the absence on the surface 
of the bacteria of those substances that cause the adsorption of 
the phages to the bacteria. Further experience will show the value 
of such a typing scheme. 

The phage preparations of the system evolved by FELIx and 
CALLow (9) were also obtained from lysogenic strains. The question 
arises whether this variability is of a description similar to the 
variability described here, and in what degree this variation 
differs from the adaptability described by CRAIGIE and YEN. 


§ 6. THE LYSOGENICITY OF THE TYPES OF FELIX AND CALLOw. 
aType |. 
Broth cultures of 25 strains of type 1 of FELIx and CALLow, 
17 
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collected from as many different outbreaks as possible, were filtered 
after 24 hours. 

These filtrates were tested for phage content on the strains of the 
types of FELIX received from London, on a great number of strains 
of S. paratyphi B obtained from different outbreaks in Holland, and 
on a few other Salmonella strains. A few minute plaques appeared 
on the strain 65 of S. Dublin, isolated at the “‘Rijks Instituut voor 
de Volksgezondheid’’. The phages could easily be sub-cultured from 
single plaques and propagated on this strain. In table I it can be 
seen that it is very difficult to distinguish serologically phage II 
from phage III, produced by another type, type Midwoud, to be 
described below. The only serological difference is that phage III 
does not react with the serum 469 anti phage II, which is however 
of very low titer; and it gives a cross-reaction with serum 437, 
anti phage IV. This phage was obtained from a new type, type 
Kampen, to be described below. Besides these serological differ- 
ences which may not be accepted as a conclusive proof, differences 
in lysogenic behaviour were found between type 1 of FELIx and 
type Midwoud, to be discussed with type Midwoud. 


b Type 2. 

Filtrates of broth cultures, 24 hours old, tested on the strains 
used for the examination of the strains of type 1, showed only 
plaques with the strain 65 of S. Dublin. The bacteriophage could 
easily be obtained “‘pure’’ by isolation from single plaques. With 
preparations of high titer — critical test concentration 1/10? — 
anti sera could be obtained. If the broth-cultures are filtrated off 
after a weeks’ incubation at 37° C., phages (VIIb) were found that 
attack several types of S. paratyphi B. These variants are serologi- 
cally identical with the phage obtained by filtration after 24 hours, 
and different from the phage obtained from type 1 of FELIx. 
Another variant was found attacking nearly all strains of S. para- 
typhi B, except the strains of type 2. 

For the serological identification serum 490 (table I) was im- 
portant; it neutralised only phage VII and phage V. Phage V was 
neutralised by its own serum in a high titer, and moreover could 
easily be distinguished from phage VII by its thermolability (Phage 
V was the only phage found that was inactivated rapidly by 


incubating at 58° C.). 
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Ceiey py ev3a, 

Strain 3a B 365 of FELIx and CALLow was found to contain 
phage I; strain B 62 could not be shown to contain a bacteriophage. 
The strains in Holland behaved like strain 3a B 62. 


aly pe sal, 

The preparations of FELIx, presumably adapted to types 3a 
and 3al respectively, were practically identical. In the scheme of 
FELIX type 3al is characterised by its reactions with the adapted 
preparations from types 3a and 3al. It differs from type 3a by the 
fact that this latter type is also lysed by the preparation for type 3b. 
These reactions appeared, however, insufficient to characterise a 
type 3al. Part of the strains isolated during an epidemic in Lemmer 
gave the reactions of type 3al mentioned above, though when 
lysogenicity and other phage reactions were examined later, these 
strains appeared to be of a description entirely differing from the 
strains 3al B 624 and 3al B 1305 obtained from FELIx. 

These latter strains both produced the phage I. Strain 3aI B 624 
moreover formed a second phage, bacteriophage VI. The bacterio- 
phage was serologically well characterised. Its most common 
variant, phage VIc, lyses strain 3aI B 1305, and similar strains, 
whereas strain 3aI B 624, and similar strains, producing phage VI, 
were not attacked. This phage reaction proved to be of value. 

Other strains were found, similar in respect of lysogenicity and 
phage reactions to each of the strains of type 3al received from 
FELIX, but lacking the reactions with the adapted preparations of 
FELIX and CALLow. 

Summarising we may say that by lysogenicity a type Leeuwarden 
was characterised containing strains untypable by the system of 
FELIx in addition to strain 3aIl B 624 of FELIX and similar strains. 
A second group of strains was found, containing strain 3aI B 1305 
of FELIX and strains isolated in the Rijks Instituut voor de Volks- 
gezondheid, all from patients in Schiedam. Further research will 
show whether these strains are strains of type Leeuwarden, defective 
in their lysogenic properties, or a type apart. 

The phage VI can be demonstrated regularly by growing the 
strain under examination in mixed culture with strain Pty 6450 
(type Capelle a/d IJssel). After six hours incubation at 37° C. the 
mixture is heated at 58° C. for 30 minutes. It is tested for phage 
content on the strains indicated in table II and examined serologi- 
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Cally with a dilution 1/100 of serum 528 of table I. Controls.are made 
with serum 470 anti phage III and with saline solution. 


eutoy-piexsb: 
No phages could be demonstrated in strains of type 3b. 


§ 7. DESCRIPTION OF NEW TYPES. 


a. Type Kampen. 

Strains of this type produce two variants of the characteristic 
phage IV, namely IVa and IVb. Phage IVa lyses all types attacked 
by variant IVb as indicated in table II, besides the very strain it 
has been isolated from, and all other strains of type Kampen. Even 
in strong concentrations variant IVb does not lyse the strains of 
type Kampen. Phage IVb shows plaques of 1/3 mm diameter with 
a turbid centre, phage IVa shows clearer plaques. The host range 
and the appearance of the plaques are of value for the diagnosis 
of phage IV. Variant IVb rarely yields preparations with a critical 
test concentration higher than 1/10?; with variant IVa, preparations 
with a critical test concentration of 1/104 are readily obtained. 
Serologically the two variants are identical and can be identified 
easily. 

When broth cultures a few days old are filtered phage variant 
IVb is nearly always found. If the culture is plated after a longer 
incubation (e.g., three weeks) sometimes clear plaques of 1/4 mm 
diameter may be observed. From single plaques bacteriophages can 
be obtained and propagated on the same strain, yielding prepa- 
rations of high titer. 

The virulent phage [Va could be obtained from the other variant, 
by propagating the latter on strains of types other than type 
Kampen, as follows: 

Variant IVb was obtained from strain Pty 1416 (type Kampen) 
and subcultured from single plaques on strain Pty 6450 (type 
Capelle a/d IJssel) '). In this way ten different phage preparations 
which did not lyse type Kampen, and therefore contained variant 
IVb, were obtained. Each preparation was propagated on strain 
Pty 6450 and on strain Pty 6977 (type Sittard) respectively. After 
two days incubation one of the preparations obtained by propa- 
gation on strain Pty 6450 and four of the preparations obtained 


1) Strains of this latter type were never observed to be lysogenic. 
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with strain Pty 6977 had developed virulence for type Kampen: 
i.e., had formed variant IVa. In similar experiments variant IVa 
always developed more readily on strain Pty 6977 than on strain 
Pty 6450. If strains of type Kampen are grown in mixed culture 
with strains of type 1 of FELrx and CALLow, phage Ib is often found. 

This type of strain proved to be extremely frequent in Holland. 
Within a period of four months 120 strains (25 % of all strains 
found) were isolated, that reacted with phage variant IVa and not 
with variant IVb. These reactions suggest the presence of type 
Kampen. In all but four of these strains phage IV could be de- 
monstrated in the following way. The strain under examination is 
grown in mixed culture with strain Pty 6977 (type Sittard) in 1.2 ml 
broth. (This strain produces phage I and, after incubation for five 
days in mixed culture, phage V). After six hours incubation at 
37° C., the mixture is kept at 58° C. for fifteen minutes. It is tested 
for phage content on the strains indicated in table II,and examined 
serologically with a dilution of 1/100 of serum 525 of table I. In 
this way one of the types that occur most frequently in Holland 
can be identified by its phage reactions and by the host range and 
serological specifity of the phage it carries. 

Three of the four strains mentioned above which gave the phage 
reaction of type Kampen without producing phage IV came from 
epidemiological related cases. These strains produced phage I. 
The position of these strains is not clear. They may be strains of 
type Kampen, defective in their lysogenic properties, or they may 
belong to another type. 


b. Type Midwoud. 


Only five strains of this type have been observed. Filtration of 
broth cultures of these strains yield only phage I. If, however, they 
are grown in mixed culture with strains of type 1 FELIx, type 
Sittard, or type Capelle a/d IJssél, phage III is seen to appear 
after an incubation of five days.’It is a bacteriophage showing very 
minute plaques; serologically it can be discerned with difficulty 
from phage II produced by type 1 of FELIx and CALLow. As type 
Midwoud secretes phage III in mixed culture only, whereas type | 
produces phage II spontaneously, there is a difference in lysogenic 
behaviour. 

The variants differ very much in their host range. The variants 
IIIb and IIIg even behave in an opposite way. The first lyses 
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strains of all types except strains of type Midwoud itself (and 
except S. Dublin 65). The latter lyses these strains only. 

Type Midwoud is indicated by the phage reaction of preparation 
IIIg; the bacteriophage can be isolated by growing the strain in 
mixed culture with strains of type I, followed by filtration or 
heating after five days incubation. 


Cab y pe sett atc: 


Strains of this type produce phage I in broth cultures after 24 
hours incubation. If these strains are grown in mixed culture with 
strains of other types, bacteriophage V is observed (this phage is 
inactivated at 58° C.). The serological reactions and host range 
can be seen in table I. 

Up till now no method has been found to demonstrate the phage 
V in these strains as readily as the phage IV and VI can be de- 
monstrated in their respective types. 


a Type Capelle ajd Ijssel 


Four strains of this type were observed during an outbreak in the 
village Capelle a/d IJssel. It has not been possible yet to de- 
monstrate a phage in them. This type must be recognised by its 
phage reactions. It reacts with undiluted preparations of phage I 
of high titer. The type is mentioned only because the strain Pty 
6450 plays a réle in work with other types. 


Summary and Conclusions. 


The serological identity of the phage produced by a spontane- 
ously lysogenic strain of S. paratyphi B depends on the bacterial 
type of that particular strain. The frequency of the phenomenon of © 
spontaneous lysogenicity is such, in the case of S. paratyphi B, 
that it can be utilised as a tool for typing. 

It is clear, however, that the possibilities of the method are 
limited. Firstly, types exist that do not as a rule produce baeterio- 
phages. Secondly, alysogenic strains may exist of types that as a 
rule are lysogenic. 

Therefore the method can be utilised. only together with, and as 
a check upon, a system of phage reactions. 

In Holland the types Kampen and Leeuwarden are frequent 
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types, that can readily be recognised by the identity of the phages 
they produce. This is sufficient to justify the use of the method. 

The relation shown between true lysogenicity and bacterial types 
may be of theoretical interest. Perhaps it will be possible in this 
way to relate every existing phage to a bacterial type. The theore- 
tical aspects will, however, be discussed elsewhere. 
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ON A SPOREFORMING BACTERIUM CAUSING THE 
SWELLING OF CANS CONTAINING CURED HAM 


by 


W. VERHOEVEN 
(Received May 22, 1950). 


1. INTRODUCTION. 

In December 1947, we were approached by a meat packing 
firm who requested us to investigate the cause of spoilage of a 
shipment of cans containing cured ham which had been dispatched 
to Syria during the hot summer of that year. Of the lot in question, 
a few samples had been retained in the factory and on opening one 
of these, it appeared that the ham was in perfect sound condition. 

Since it was suspected that the spoilage could have been due to 
the exposure of the cans to high temperatures, either during the 
voyage, or after arrival in the harbour of destination, one of the 
apparently sound cans was placed in an incubator at 37° C., and 
another in an incubator at 50° C. 

When, after several weeks these cans were again examined, both 
of them showed an unmistakable swelling which was the more 
pronounced for the can which had been kept at 50° C. Contrary to 
expectation, it appeared on inspection that the contents of the can 
did not have any putrefactive smell, nor did the ham have any 
abnormal appearance. Microscopical examination, however, revealed 
that on the surface of the ham, ahd especially also in the surrounding 
gelatinous mass, numerous bacterial spores and more rarely also 
short rods were present. In order to isolate the organisms in ques- 
tion, particles of the ham and of the jelly were inoculated into 
various enrichment media, whilst also suspensions of these mate- 
rials have been directly streaked on several solid media. 

Since the previous history of the cans indicated that we were 
dealing with thermophilic organisms, all the media were incubated 
at, 90°C. 
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It seems unnecessary to enter into details regarding these 
procedures; it may suffice to state that in all cases only one type 
of organism was encountered, viz., an aerobic sporeforming rod 
which could easily be brought into pure culture. 

Several strains of this thermophilic Bacillus-species were thus 
obtained which mutually showed a strong resemblance. The routine 
examination of these strains as recommended by SmirTH e¢ al. (3) in 
their monograph on the genus Bacillus did not lead to very ex- 
ceptional results. The only points worth-mentioning seem to be 
that in broth with 1 % of various sugars (glucose, saccharose etc.) 
strong acid but no gas formation took place, whilst the thermo- 
philic character of the bacterium appeared to be rather pronounced. 
No growth occurred at 22°C.; at 25° C. growth was retarded; 
between 35—55° C. the growth rate was high, but at 57.5° C. again 
no growth occurred. 

It will be clear that these results must be deemed unsatisfactory 
with regard to one point, viz., that under no conditions any gas 
formation had been observed, so that at first sight it was difficult 
to hold these organism responsible for the swelling of the cans. 


2 JENSEN’S STUDIES ON GASEOUS FERMENTATION IN MEAT PRODUCTS 
BY THE GENUS BACILLUS. 


We then made a search for previous reports, and at once found 
in JENSEN’s (2) well-known book on “Microbiology of Meats’’ that 
the type of spoilage under consideration, is of frequent occurrence 
in cured hams and had been rather extensively studied by the 
author. JENSEN’s investigations leave no doubt that the type of 
spoilage in question is characteristic for nitrate-nitrite-sugar-cured 
hams; omission of nitrate in the curing of the hams leading to 
putrefactive spoilage due to the development of Clostridium 
species. JENSEN also describes that in the case of non-putrefactive 
spoilage always thermophilic Gram-positive aerobic sporeforming 
rods are encountered which ferment sugar under acid but no gas 
formation. It was, therefore, evident that we had come across 
exactly the same type of spoilage as has been dealt with in JENSEN’s 
studies. 

It is now interesting to examine how JENSEN explains the gas 
formation which takes place as a consequence of the development 
of the Bacillus species in the cured ham and which is responsible 
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for the swelling of the cans. In this respect JENSEN stressed two 
points. 
In the first place he reported that on the basis of 100 analyses 
made of gas formed in the cans the mean composition of this gas was 
CO; 75-07, 6:7, 
H, 0.1— 5.8% 
N,, CH,, O, etc. 1.4—20.0 %, 


JENSEN, therefore, concluded that the main constituent of the 
gas was carbon dioxide. It should be noted, however, that no 
particulars were given regarding the way in which these analyses 
have been performed. 

In the second place JENSEN linked up the formation of the 
carbon dioxide in the cans with the presence of nitrate and sugar 
in the ham cure. He seemed more or less justified in doing so by 
his observations that his various Bacillus strains which do not 
show any gas formation in the ordinary sugar broth rapidly produce 
gas in a medium consisting of chopped ham wetted down with a 
solution of 0.4 % sodium nitrate and 2 % cane sugar. 

He finally made an attempt to obtain an insight into the gas- 
promoting properties of the latter medium by comparing the 
behaviour of some of his Bacillus strains in various media, and 
obtained the results indicated below: 


glucose broth acid, no gas 
glucose, nitrate, ham acid, and gas 
glucose broth, nitrate, vitamine B, acid, and gas. 


These results seemed to suggest that the part played by the ham 
in JENSEN’s routine medium was confined to the furnishing of 
vitamine B, as a growth factor for the bacilli. JENSEN emphasized 
that the experiments in the last-mentioned medium were the first 
cases in which he ever obtained gas formation in a broth 
medium, it is noteworthy that he never referred to experiments 
in which solely nitrate had been added to a sugar broth medium. 

Altogether the situation remained rather confused; no ex- 
planation was offered for JENSEN’s view that the presence of 
nitrate and of meat in the medium induced the organism to alter 
its sugar fermentation in sucha way that next to acid production 
also carbon dioxide was evolved. 

No attention was given by JENSEN to the at first sight very 
plausable idea, that the evidently close connection between gas 
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production and the presence of nitrate in the medium may be due 
to the formation of the gaseous products of nitrate reduction. 

Under these conditions a further investigation of the various 
problems involved seemed most desirable. 


3. SOME MORPHOLOGICAL AND CULTURAL OBSERVATIONS ON THE 
ISOLATED BACILLUS STRAINS. 


From the contents of the swelled cans altogether eight strains 
were isolated using very divergent culture media. All these strains 
showed a strong mutual resemblance. 

During the course of the investigation the strains were kept on 
agar media containing 1 % peptone, 1 % KNOs, 0.5 % NaCl in 
tap water. 

Microscopic examination of 24 hours old cultures on nutrient 
agar revealed the presence of Gram-positive, motile rods, length 
varying between 2—3.5 mw, diameter about 0.8 ~. Somewhat older 
cultures showed in addition mostly terminal spore formation. The 
spores were oval shaped or elongated: length | «, diameter 0.6 yw. 
The spore-containing cells did not show any deformation. Soon 
after spore formation a rapid autolysis of the rods took place. 

The biochemical characteristics of the strains were all investigated 
according to the standard procedures used by SMITH é al. 

In the first place the organisms were cultivated — as a combined 
streak-stab culture — on a medium containing 0.1 % NH,H,PO,, 
0.02 % KCl, 0.02%, Mzgs0O,, 1.3% agar, distilled water. 1.2.volz 9, 
of a 0.04 % solution of Br-cresol purple, the pH being adjusted to 
7.0. After autoclaving a Seitz-filtered sugar solution was added 
in such a quantity that the concentration of the sugar in the final 
medium amounted to 0.5 %. 

It seems unnecessary to give here a detailed survey of the results. 
These can be summarized in the statement that after four days 
cultivation at 37° C. for all strains distinct acid production could 
be observed with glucose, fructose, mannose, saccharose, maltose, 
arabinose and mannitol. A weak acid production occurred with 
galactose, rhamnose, salicin and glycerol. No acid production was 
observed with lactose, raffinose, inulin or dextrin. 

These results are on the whole in good agreement with those 
obtained by JENSEN. It should be added, that all strains grew well 
both in the aerobic streak and under the almost anaerobic conditions 
of the stab culture. 
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The Voges-Proskauer reaction was studied in the medium 
recommended by the American authors for this purpose. Hereto 
the strains were inoculated in tubes containing 0.7 % proteose 
peptone, 0.5 % NaCl, 0.5 % glucose in distilled water. After 48 
hours the reactions were positive for all strains. 

The test for methylene blue reduction under the standard 
conditions was also positive. After 12 hours the methylene blue 
was already completely reduced. ; 

In htmus milk there was no acid production, nor was the litmus 
reduced. After four days the milk was coagulated and still later 
there was a marked peptonization of the coagulum. 

The ability for gelatinolysis was also tested according to the 
prescriptions of SMITH ef al; in all cases with positive result. 

Good development was observed for all strains on a medium 
containing 1 % glucose, 0.1 % NaNQs,, 0.1 % K,HPO, and 1.3 % 
agar, both in the streak and in the stab part of the culture. In the 
latter part apparently gas evolution took place. 

In nutrient broth with 0.1 % KNO, there-was in all cases a 
positive nitrite reaction after 24 hours. 

Cultivation on a nutrient agar containing | % soluble starch 
gave evidence for the ability of hydrolizing starch. 

Taking the above characteristics into consideration and applying 
SmiTH et al.’s key for the determination of species within the 
genus Bacillus, we arrive at the conclusion that the strains in 
question should be identified as Bacillus subtilts. 

However, a direct comparison of our strains with the authentic 
Marburg strain of B. subtilis showed that there were several points 
of difference between the two. In the first place there was the 
pronounced thermophilic character of the new organism, whereas 
the maximum temperature of B.subtilzs is in the neighbourhocd of 
45° C. Further B.subtilis has been shown by BLackwoop, NEISH, 
Brown and LEDINGHAM (1) to be a strict aerobe, whilst our strains 
were able to grow well under anaerobic conditions. This was already 
probable because of the favourable growth in stab cultures as 
mentioned above, but was also definitely demonstrated by the 
growth ofall strains in completely filled stoppered bottles containing 
peptone water with 1 % glucose and | % calcium carbonate. 

Finally we felt, of course, the need to test the ability of our 
strains to grow with gas production in a medium containing 
chopped ham, 0.4 % NaNO, and 2 % saccharose as applied by 
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JENSEN in his experiments referred to in chapter 2. 

These experiments were performed in fermentation tubes and as 
testitied by the left tube in Fig. 1 growth was indeed vigorous and 
accompanied by a strong gas evolution. The tube on the right to 
which no NaNO, had been added also shows good development, 
but without the formation of gas. 

The same experiment performed with B.subtilis Marburg strain, 
did not give rise to any gas development, so that the conclusion 
seems warranted that the new organism also difters from B.subtilis 
by its ability to conduce nitrate reduction to a further stage. 

All these considerations lead to the conclusion that we were 
dealing here with a species different from B.subtilis. 

We wish, however, to postpone the discussion of the taxonomic 
position of the organism till later. 


4. THE CONDITIONS DETERMINING GAS PRODUCTION IN NITRATE 

CONTAINING MEDIA. 

It now was desirable to make a closer study of the factors which 
are responsible for gas evolution during the anaerobic development 
of the bacterium. We have seen in chapter 2 that JENSEN’s ex- 
periments left no doubt that for gas production the presence of 
nitrate in the medium was indispensable. In addition JENSEN also 
regards saccharose (or some other carbohydrate) to be an essential 
constituent of the medium. According to JENSEN a further condition 
for gas evolution was the presence of ham (or in general: meat) 
which, however, in one experiment was successfully substitituted 
by vitamine B,. 

The latter experiment throws a clear light on JENSEN’s trend of 
thought. The idea of adding this vitamine was, of course, to provide 
the bacterium with a specific component of the enzyme decar- 
boxylase. Although JENSEN did not express himself very clearly, 
his view was evidently that under the more usual conditions the 
fermentation of the carbohydrates leads to acid production, and 
that any gas evolution which occurred under other conditions was 
due to the formation of a new decarboxylating enzyme in the 
fermenting bacterium. JENSEN obviously came to this conclusion 
since he was of opinion that the gas in the spoiled cans consisted 
mainly of carbon dioxide. 

In our first experiment we found it necessary to corroborate 
JENSEN’s observation that in the ham, saccharose, nitrate medium, 
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as mentioned before, good gas evolution takes place. Taking into 
account that the salt concentration in canned ham is rather con- 
siderable, we added in a second experiment a rather large amount 
of gelatin surrounding the ham in one of the spoiled cans. In a 
third experiment the nitrate was omitted from the medium. We 
then wanted to establish at once, in how far the ham could be 
successfully substituted by another organic nitrogen source like 
peptone. In the fifth experiment the same medium as in the fore- 
going experiment was used, however, with the omission of nitrate. 

After sterilization of all these media the fermentation tubes were 
inoculated with strain I and incubated at 45°C. The result of the 
experiments can be seen in Fig. 2, in which the various fermentation 
tubes in the order of the above description are seen from left to 
right. 

This experiment showed clearly that in agreement with JENSEN’s 
findings nitrate is an essential condition for gas production. 
However, experiment 4 left no doubt that peptone is a quite satis- 
factory substitute for the ham. This is remarkable with a view to 
JENSEN’s emphatic statement that he never observed any gas 
production in a broth medium except in the experiment in which 
vitamine B, had been added. 

Now it did not seem excluded that the positive result obtained 
by us might be due to the presence of vitamine B, in the peptone 
sample used by us. For this reason our next step was to replace 
the peptone in the medium by vitamine-free protein hydrolysate. 

We, therefore, inoculated strain I into media which contained 
besides 1% glucose, 1% KNO,, 0.1% K,HPO, and 0.05 % 
MgSO, either vitamin-free casein-hydrolysate (G.B.I.) or hydro- 
lysate prepared by us from vitamin-free casein (Hoffman-La 
Roche). Of each preparation the quantity added was taken such 
that the concentration in the final medium amounted to 0.25 % 
dry substance. 

Also in these two media the growth was accompanied by a 
vigorous gas production. This means ample proof that vitamine B, 
is not an essential factor for gas production, and that the com- 
bination of a sugar, nitrate and a protein hydrolysate is sufficient. 

From a practical point of view in connection with the spoilage 
of the canned ham it seemed worth-while also to investigate the 
influence of salt concentration on gas production. For this reason 
fermentation experiments were conducted with media containing: 
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peptone 1 %, saccharose 2 %, NaNO, 0.4 % to which salt in in- 
creasing amounts had been added. The final salt concentrations in 
the media were: 0.5, 1, 2, 3, 4 and 5 %. 

It was found that in all these media good gas production took 
place so that it seems safe to conclude that the development of 
the bacterium in the canned ham also leads to gas formation. 

A second point of practical importance was an investigation of 
the temperature dependence of gas evolution. In this series of 
experiments care was taken to test the organism under completely 
anaerobic conditions, whilst the gas was quantitatively collected. 

The experiments were made at 30°, 37°, 45° and 51° C. The 
medium used was: 1 % glucose, 1 % KNOg,, 0.1 % K,HPO, and 
0.05 % MgSO, to which 5 volume percentage of a yeast autolysate 
(0.8 % N) had been added. The pH was adjusted at 7.0. 

Each bottle contained 50 cc of the medium. The results are 
collected in Table I. 


Table I. 
The course of gas evolution in cc in its dependence on the temperature of 
incubation. 
Time in days 2 3 5 18 


+ indicates distinct gas evolution. 


The results are in so far interesting that they clearly show that 
on the one hand the rate of gas production was highly, dependent 
on temperature, but that on the other hand the final volume of 
gas formed was almost the same at all temperatures. 

It is especially instructive that a few days of incubation at 30° C, 
was insufficient to cause a noteworthy gas production, whilst a 
prolonged stay at this tropical temperature leads to almust the same 
results as a short exposure to the dangerous temperature of 45° C. 

Since in these experiments the gas produced had been quanti- 
tatively collected, it seemed desirable to establish also the nature 
of the gas. It then immediately became evident that in three of 
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Fig. 1. 
Einhorn tubes inoculated with strain I. Incubation temperature 45° C. 
From left to right: 
Ham; 2% saccharose; 0.4% NaNOsg. Gas formation. 
Ham; 2% saccharose. No gas formation. 


278 W. Verhoeven, 


Fig. 2. 
Einhorn tubes inoculated with strain I. Incubation temperature 45° C. 
From left to right: 


Ham; 2% saccharose; 0.4% NaNO. Gas formation. 
Ham; 2% saccharose; 0.4% NaNoO,; gelatine. Gas formation. 
Ham; 2% saccharose. No gas formation. 
Peptone; 2% saccharose; 0.4%. NaNOg. Gas formation. 


Peptone; 2% saccharose. No gas formation. 
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the samples merely negligible amounts of carbon dioxide were 
present; only the gas produced at 30° C. contained about 10 % 
carbon dioxide. The gas which remained after the removal of the 
carbon dioxide was submitted to a further analysis. For a descrip- 
tion of the analytical methods used we must refer to a more detailed 
publication which will appear before long. 

It may suffice to state that the analysis gave a clear confirmation 
of our earlier expressed presumption that the gas evolved by the 
bacterium in nitrate containing media is at least partly composed 
of nitrogen and nitrous oxide (N,0). 


Table II. 


The composition of the gas evolved at different temperatures. 


Gas evolved at acOs ooNs % N,O 
30° C. 41 49 
37° C. 38 62 
45°C. 38 62 


51° C. 37 63 


However, we do not wish to establish the impression that in all 
cases in which the bacterium gives rise to gas evolution in a nitrate 
containing medium, the gas should be mainly composed of a 
mixture of nitrogen and nitrous oxide. It should at once be realized 
that the nitrate reduction is always coupled with an oxidation of 
some organic component of the medium, as a rule the sugar or 
its anaerobic decomposition products, and that this oxidation 
always leads to the production of carbon dioxide. It will, therefore 
be clear that the degree to which carbon dioxide enters into the 
fermentation gas is mainly controled by the course of the hydrogen 
ion concentration in the fermentation medium. We have seen that 
in the absence of nitrate large quantities of acids from sugars are 
produced, whilst on the other hand the denitrification process tends 
to produce an alkaline reaction. In consequence hereof it is diffi- 
cult to predict whether in a certain medium the pH will either 
rise or decline. Both the initial pH and the buffering capacity of 
the medium will greatly influence the result. 

This point of view was confirmed by the following experiments. 

In four bottles containing tapwater 1 % peptone, 1 % KNO; and 
1 % glucose the initial pH was varied by addition of either hydro- 
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chloric acid or dilute alkali. Two bottles were incculated with 
strain I, the two remaining bottles with strain A. In all cases the 
gas formed was quantitatively collected and submitted to analysis. 
The results are given in Table III. 


Tablesi le 
The composition of the gas evolved in its dependence on initial pH. 
| pH pee % Ns > | 2 NGO 
strain I 6.4 48 36 | 16 
strain I 7.6 19 56 25 
strain A G2 43 49 8 
strain A 8.0 26 | 63 11 


We have to add that in other cases we have even met with 
carbon dioxide contents as high as 80 %. 


After this insight had been obtained it seemed desirable to verify 
cur presumption that the swelling of cans containing cured ham 
would be due to the formation of the gaseous products of denitri- 
fication within the can. For this reason we have collected the gas 
present in another swelled can with the aid of a gas sampler (4). 
To our satisfaction the analysis of this gas yielded the following 
result: 


carbon dioxide On]2o% 
nitrogen 64.7 % 
nitrous oxide 2D 


As far as we know this is the first case in which experimental 
proof has been given that the swelling of a canned product is 
mainly caused by a production of nitrogen and nitrous oxide. 


Summary. 


An investigation has been carried out on a type of spoilage of 
canned cured ham which is characterised by a swelling of the cans, 
whilst at the same time there.are no evident symptoms of a putre- 
factive decomposition of the contents of the can. From these 
contents a facultative aerobic, thermophilic, sporeforming rod was 
isolated. Earlier investigators, notably JENSEN and collaborators 
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had undoubtedly also encountered this organism in their studies. 
These authors attempted to explain the swelling of the cans by 
assuming that under certain conditions the fermentation of sugar 
by the bacterium was deviated from its normal course so that 
carbon dioxide is formed in considerable quantities. 

In contrast hereto it has been shown that the bacterium in 
question is an actively denitrifying organism, and that the swelling 
of the cans is due to the formation of the gaseous products of 
denitrification, amongst which — next to carbon dioxide — 
nitrogen and nitrous oxide are always present and under certain 
conditions may prevail. 
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INVESTIGATIONS ON ORGANIC FUNGICIDES 


Il. A NEW METHOD FOR EVALUATING ANTIFUNGAL 
SUBSTANCES IN THE LABORATORY *) 


by 


A. MANTEN, H. L. KLOPPING and G. J. M. VAN DER KERK 
(Received May 31, 1950). 


INTRODUCTION. 

Experience has shown that progress in the discovery of new 
substances with biological activity largely depends upon the 
availability of suitable laboratory tests. 

One of the most commonly used laboratory tests for evaluating 
antifungal activity is the slide germination test as recommended by 
the Committee on Standardization of Fungicidal Tests of the 
American Phytopathological Society (1). In this method slides are 
sprayed with a solution of the antifungal substance and dried, after 
which drops of a spore suspension are applied to the deposit. After 
incubation in a moist chamber the percentage of spores which have 
germinated is determined. This test which has been developed by 
McCALLAN (11) is now most extensively used in U.S.A. Also in 
Britain (10, 12) and Holland (4, 5) this test constitutes a current 
technique in evaluating antifungal substances. 

Several other methods for testing antifungal substances in the 
laboratory have been proposed. In most of these tests the chemicals 
to be tested are incorporated into a suitable agar medium which is 
then inoculated with the test organism. After incubation the media 
are observed for growth. Like the standard slide germination 
method, these techniques also are fungistatic tests. 

Fungicides used in medicine for treating skin diseases are more 
often evaluated by fungicidal tests. In these tests bits of the growth 
of the causal fungus on agar are used as a test culture. The bits 
are exposed to the action of the fungicide by immersion in a solution 


1) First publication: Antonie van Leeuwenhoek 16, 45, 1950. 
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for specified time periods (most often 5, 15 and 30 minutes (15); 
they are then washed to remove the excess of fungicide, and sub- 
sequently transferred to a nutrient agar medium. After incubation 
the cultures are observed for growth. 

In this laboratory the toxicity of organic antifungal substances 
as a rule is determined by several different methods, among which 
the slide germination method and an assay described in this paper 
are the most important. It was found that, when using the same 
antifungal substance and the same mould species, the various 
methods yielded results which were not always consistent. Since 
the discrepancies found were too large to be explained by mere 
biological fluctuation, and the need for an improved method in 
our case was urgent, we decided to examine which of the methods 
employed was the most reliable. As a test substance the well- 
known fungicide tetramethylthiuram disulphide (t.m.t.d.) was used. 


ENUMERATION OF THE METHODS USED FOR TESTING ANTIFUNGAL 

SUBSTANCES. 

Four independent methods for testing antifungal substances 
were employed. These were a. the plate method; Bb. the roll-culture 
method, c. the slide germination method and d. the gravimetric 
method. 

In the plate method used a series of concentrations of the anti- 
fungal substance under investigation, increasing in a geometric 
progression, was incorporated in agar and poured into a sterile 
Petri dish. After the agar (for which 2 % peptone-2 % glucose- 
2 % agar in tap water was used) had solidified, a drop of a diluted 
spore suspension was streaked over the entire surface by means of 
a sterile spatula. The plates were then incubated and subsequently 
observed for growth. 

The roll-culture method, which in our experiments has yielded 
the most satisfactory results, will be described below. 

In employing the slide germination test we followed the pre- 
scription given by the Committee on Standardization of Fungicidal 
Tests of the American Phytopathological Society (1) with this 
difference that in our technique no settling tower or horizontal 
sprayer as prescribed by the Committee were used. An acetonic 
solution of the antifungal substance: used (tetramethylthiuram 
disulphide) was pipetted into the well of a culture slide. The slide, 
were then allowed to dry and a more or less homogeneous depositio 
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of the antifungal substance was thus formed. Subsequently, a 
standard drop of a spore suspension, containing about 30.000 spores 
per ml of 0.28 % cherry-juice, was pipetted onto the deposit. The 
slides were then incubated at a temperature suitable for germination 
(in nearly all cases at 24°C.) in a moist chambre. LD 95 values 
were determined in most cases after about 18 hours of incubation. 

In the gravimetric method employed the mould under investi- 
gation was allowed to develop in a layer on a liquid culture solution 
containing various amounts of the antifungal substance under 
consideration. The weight of the mycelial mat formed after incu- 
bation during two to four days, using 300 ml Erlenmeyer flasks, 
was plotted versus the concentration of the antifungal substance. 
The concentration causing a 95 % decrease in weight as compared 
with the blancs was read by interpolation. 

The moulds were incubated at 24°C., except the thermophilic 
mould Aspergillus fumigatus Fres. which was grown at 37° C. All 
tests were performed in duplicate. 


COMPARISON OF RESULTS. 

The determination of the antifungal activity of t.m.t.d. against 
various moulds by means of the four independent methods 
mentioned, yielded the four sets of figures recorded in table I. 
In both the colums I and II the figures refer to the highest dose 
still allowing visible growth, and to the lowest concentration of 
t.m.t.d. causing a complete suppression of fungal growth respective- 
ly. In column III LD 95 values are concerned, while in column IV 
the figures refer to a 95 % reduction in weight of the mycelial 
pellicle formed. 

A comparison of the figures in the four columns shows that the 
results obtained in the plate method, in the roll-culture method 
and in the gravimetric method are in fairly good agreement. 
However, the slide germination test in some instances shows 
considerable deviations. This is specially evident from the data 
obtained with spores of Cladosporium herbarum Link, Margarino- 
myces atrovirens van Beyma and Aspergillus niger v. Tieghem, these 
figures being about 40 to 400 times lower. Lack of concordance is 
also found with most other moulds, nearly all values found in using 
this method being lower than those obtained with the other tests. 

Each of the three test methods yielding mutually concordant 
results has certain advantages. The plate method is attractive by 
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Table I. 


Evaluation of the fungistatic activity of t.m.t.d. by means of four different 
test methods. 


| I II Tire ary 
Moulds Plate method por cutee E a, 
method > ic or 
BE | $38 
o@ oS o2 oe Sia EBs 
g>s | ciSS) eS | eksS| Za | B52 
gee | fede |-fae laese| § | 33 
<5 gaat) Sew aes) © SS e 
Ea ees CES age 3 os 
=a = 5s =a = a4 A 
=De p-p. .p.m .p. =p: 
Botrytis cinerea Pers. 0.1 0.5 0.2 0.4 0.2 0.4 
Botrytis allit Munn 0.1 0.5 0.2 0.4 0.05 —— 
Penicillium italicum 
Wehmer 0.1 0.5 0.2 0.4 0.04 0.6 
Mucor piriformis Fischer 2.5 10 4 8 1.5 — 
Rhizopus nigricans 
Ehrenberg 2.5 10 + 8 2 11 
Fusarium avenaceum 
(Fr.) Secc. 2.5 10 6 10 4 10 
Cladosporium herbarum Link| 10 50 6 10 0.04 — 
Margarinomyces atrovirens 
v. Beyma 10 50 8 15 | 0.02 — 
Mycosphaerella Tulasnei 
Jane 10 50 8 15 2 — 
Alternaria tenuis Nees 10 5 8 15 2 8 
Aspergillus niger v. Tieghem| 10 50 15 30 0.4 30 
Trichodzrma viride 
Perse, Er. 10 50 15 30 4 12 
Penicillium expansum 
(Link) Thom 10 50 15 30 4 25 
Aspergillus fumigatus Fres.| 10 50 15 30 8 35 


1) p.p.m. = parts per million = mg per liter. 


its simplicity, but shows the disadvantage of being less suited for 
routine work on a large scale because it is time consuming and 
requires large quantities of materials. 

The gravimetric method may show highest accuracy. However, 
this test is also less suited because several moulds refuse to grow 
as a well-developed mycelial mat on a liquid medium. Moreover, 
this method is also rather laborious. 
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We consider the roll-culture method to be the most useful of 
the test methods mentioned, because it is most suitable for routine 
work, is the least laborious and has the highest capacity as to the 
number of evaluations which can be made simultaneously. 

An extensive description of this technique, which is in current 
use in our laboratory at the moment, will be given below. 


THE ROLL-CULTURE METHOD 2). 


1. General outline. 


This bioassay is essentially based on a method developed by 
JuLius (7) to meet the need for a rapid and convenient procedure 
for counting bacteria in mass experiments. 

In JuLius’ counting test small culture bottles containing a 
certain quantity of melted nutrient agar are inoculated with a 
standard drop of a bacterial suspension. Immediately after this the 
bottles are rotated in a “solidification apparatus’’; a thin layer of 
agar is forced against the cylindric wall of each bottle and then 
solidifies. After appropriate incubation the number of colonies is 
determined in a “counting apparatus’ in which the bottles are 
fitted on a horizontal axis. On rotation the isolated colonies pass 
a slit and are counted by means of a loupe. 

JuLius’ counting method is easily transformed to a method 
suited for evaluating antifungal substances. In the antifungal assay 
graded dilutions of the antifungal substance under test are added 
to the melted agar and fungal spores are incorporated in the agar 
as an inoculum. 

Evaluation of the antifungal activity may occur either by 
observing presence or absence of growth, or by counting the number 
of fungal “‘colonies’’ developing from a known number of spores. 
In the latter way dosage-response curves (‘‘toxicity curves’’) and 
thus LD 50 or LD 95 values can be determined. Considering the 
great biological fluctuations in moulds it will as a rule be sufficient 
to determine lowest doses yielding complete inhibition of growth. 


2: Description of thecmethod. 


Cleaning of glassware. 
All glassware (culture bottles, test tubes, pipettes) are cleaned in 


1) In the development of the roll-culture method Mr. W. TERWIEL has 
ent valuable assistance. 
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PEATE 2: 


The roll-culture apparatus with accessories used in the 
present method for evaluating fungicides. 
Left: Solidification apparatus. Right: counting apparatus. 
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a potassium dichromate-sulphuric acid mixture which is heated to 
about 100°C. The glassware is then thoroughly rinsed by means 
of a water jet and treated with distilled water to which a few drops 
of concentrated ammonia have been added. The glassware is then 
dried and sterilized in an oven at 150°C. 


Preparing the culture bottles. 

To each of the small bottles (height 4.5 cm, bottom diameter 
2 cm) 1.5 ml of agar is added by means of a syringe. The agar 
should be standardized as to composition and concentration of 
nutrients. Favourable and uniform results were obtained with 
standard malt agar (stock medium of diluted wort containing 5 % 
non-volatile matter and 2 % washed agar). After adding the agar 
to the bottles they are plugged with cotton wool and autoclaved at 
110°C. for half an hour. The bottles are then placed in a water 
bath of 50°C. for some minutes. The bottles must have fully adopted 
this temperature before inoculation with fungal spores occurs. 


Addition of antifungal substance. 

The substance under test is dissolved in water or, if necessary, 
in acetone, and a series of dilutions is prepared by means of the 
test tube dilution technique (2). Of each dilution a certain volume 
(usually 0.03 ml) is added to a culture bottle. Since the bottles 
already contain 1.5 ml of agar, and since the volume of the spore 
suspension added is very small, the final concentration of the 
substance in the agar may be considered 1/50 of that in the original 
dilution. The small amount of acetone was found to be of no 
perceptible influence upon the rate of development of any of the 
moulds investigated. 

In the case that LD 50 or LD 95 values are to be determined 1 
to 2 p.p.m. tinovetine B) is supplied to the agar. The quantity 
of tinovetine B which has to be added in each case depends upon 
the test organism used. This substance was found to influence the 
development of fungal mycelium from a spore in such a way that 
compact, easily countable yeast- or bacteria-like colonies are 
obtained instead of the radiate or retiforme shape which is typical 
for mould growth. In the absence of this substance the germinating 


1) Tinovetine B is a surface active agent manufactured by J. R. Geigy 
A. G., Switzerland. 
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spores soon form a mycelial network or mat, which impedes counting 
considerably. Tinovetine B shows the characteristic effect of 
inhibiting in a certain concentration range the extension of mould 
growth in the sense mentioned above, whereas the percentage of 
germination remains unchanged under these circumstances (See 
plate 1). 


Preparation and addition of inoculum. 

Four species of moulds have been selected which in previous 
experiments (8) were found to differ considerably in sensitivity 
towards t.m.t.d. These fungi are: 

Botrytis cinerea Pers., Penicillium italicum Wehm., Aspergillus 
niger y. Tieghem, and Rhizopus nigricans Ehr. Spores are obtained 
after cultivating the four species on malt agar slants at 24°C. 
during 7 days. 

Spore suspensions are made under rigid aseptic conditions, some 
ml of sterile tapwater being added to the cultures and the slants 
being rubbed with a sterile glass rod. The suspensions are filtered 
through a sterile cotton wool plug, using an aseptic technique. The 
concentration of the spore suspensions is determined in a blood 
counting cell, and the final concentration is adjusted to 20.000 
spores per ml by dilution with sterile tapwater. 

If LD 50 or LD 95 values are to be determined, the concentration 
is adjusted to 5.000 spores per ml (about 200 to 300 spores per 
bottle). ; 

Immediately after the antifungal substance has been added, one 
standard drop (0.05 ml) of a spore suspension is applied to the 
bottles. Directly after incculation each bottle is fitted into the 
solidification apparatus, where the agar cooles quickly and solidifies 
against the cylindric wall of the bottle. 

The application of antifungal substance, the addition of incculum 
and the fitting of the bottles into the solidification apparatus have 
to be carried out within a very short period oi time in order to 
prevent both solidification of agar before inoculation has cccurred 
and damage to the spores at the temperature of melted agar. By 
co-operation of three skilled persons about 300 bottles may easily 
pass in one hour, which demonstrates the high capacity of the 
method under description. 
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Solidification apparatus. 

In the solidification apparatus *) the culture bottles are rotated 
horizontally about their axis with a speed of 800 to 1.000 r.p.m. 
The apparatus contains 6 axes which are driven by an electric 
motor. By means of friction couplings, metallic holders can be 
fitted on either end of each axis without reducing their rotation 
speed. The culture bottles containing melted agar, are fetched in 
the holders by a system of lamellae. 

In order to achieve rapid cooling of the agar, the holders are 
kept in ice before use. The holders containing the bottles are fitted 
on the rotating axes and thus rotation of the bottles sets in 
suddenly, their contents being thoroughly mixed prior to solidi- 
fication. Thus, spores and antifungal substance become homo- 
geneously distributed in the agar. 

The bottles are then placed in racks and incubated at 24°C. 


weuevealwation of antifungal activity. 


a. Determination of growth inhibiting concentrations. 

Readings are taken after two days of incubation. In the case of 
the rapidly proliferating mould Rhizopus nigricans Ehr. only 24 
hours may be sufficient. Both the lowest concentration of the 
antifungal substance causing a complete inhibition of growth, and 
the highest dose still allowing a perceptible mould development is 
usually read. The figures recorded in column II of table I were 
obtained in this manner. Difficulties are sometimes encountered in 
the case of substances such as thiuram and dithiocarbamate de- 
rivatives which possess dosage-response curvesexhibitinga maximum 
and a minimum (so-called “‘inversion effect’’, cf. Drmonp et al. (3), 
MontTGoMERY and SHow (13)). In these cases either inhibition zone 
is characterized by the two figures mentioned above. 


b. Determination of LD 50 or LD 95 values. 

In the determination of LD 50 or LD 95 values the “‘counting 
apparatus” is applied (see plate 2). By means of this apparatus *) 
the number of fungal colonies developed froma known number of 
spores for a series of concentrations of antifungal substance is 
determined. The apparatus consists of a holder fitting the neck of 
the bottle by means of springy lamellae. The holder is mounted 


1) Manufactured by Apparatenfabriek van Doorn, de Bilt (Holland). 
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on a horizontal axis provided with a screw-thread. On rotation the 
bottle moves in a longitudinal direction. A hasp with a slit is placed 
over the bottle. The slit width exactly corresponds to the pitch of 
the screw-thread, so that on turning the axis each colony passes 
the slit only once. A loupe is used to facilitate counting. The results 
of a comparative test of a homologous series of organic fungicides, 
using this modification of the roll-culture method, will be published 
shortly. 


ADDITIONAL REMARKS. 


On page 284 it was noted that in evaluating fungicides the slide 
germination method in many cases yields results which are not 
consistent with those obtained by the other methods mentioned. 
In the roll-culture method, like in the plate and the gravimetric 
method, use is made of a complete nutrient medium, whereas in 
the slide germination test very little organic material is present. 
As HorsFALL (6) points out, the evaluation of fungicides in the 
presence of foreign organic matter is open to criticism because of 
possible interaction between the antifungal substance and the 
foreign organic materials present in the medium. Although it must 
be admitted that certain types of fungicides, such as inorganic 
copper preparations and organic mercurials, may be inactivated by 
components of an organic substrate, such complications do not 
seem to be involved in the present case. If in the “complete medi- 
um”’ tests partial inactivation of the fungicide were involved, it 
might be expected that the figures found with the slide germination 
method on one side and those found with the “complete medium’”’ 
tests on the other side would be roughly proportional. However, as 
shown in table I, in some cases (e.g., with Botrytis cinerea, Rhizopus 
nigricans and Fusarium avenaceum) the same order of activity is 
found with all four test methods, whereas in other cases (e.g., with 
Cladosporium herbarum, Margarinomyces atrovirens and Aspergillus 
niger) considerable differences exist between the values found with 
the slide germination method and those found with the other three 
methods. It may be concluded therefore, that the divergent results 
obtained with the slide germination method are due to the influence 
of the substrate upon the moulds rather than upon the antifungal 
substance, and that the values found with the slide germination 
method in some cases are flattered, apparently owing to un- 
favourable nutrient conditions. 
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This finding may constitute one of the reasons why fungicides 
most often are found more potent on glass slides than in field or 
foliage tests (MARSH (9); NIELSON (14)). To obtain a fair idea about 
the practical value of organic fungicides, laboratory evaluation of 
their activity in our opinion should be carried out under circum- 
stances which approximate optimum nutrient conditions. Conse- 
quently, “complete medium” tests should be preferred. In our 
experience, the roll-culture method has proved the most adequate 
among the tests of this type. 


Swe re ches Ae 


Four independent laboratory methods for testing antifungal 
substances were compared using tetramethylthiuram disulphide as 
a standard fungicide against various moulds. The methods were: 
a. the common plate method; 6. the roll-culture method; c. the 
slide germination method and d. the gravimetric method. 

The test methods a, b and d were found to give concordant 
results, whereas the slide germination test was shown to yield 
markedly diverging results in the case of some moulds. It was 
pointed out that this discrepancy is due to the influence of the 
substrate upon the moulds rather than upon the antifungal 
substance, the values found with the slide germination method 
being flattered in some cases owing to unfavourable nutrient 
conditions. The view was expressed that, in order to obtain a fair 
idea about the practical value of organic fungicides, laboratory 
evaluation of antifungal activity should be carried cut under 
circumstances which approximate optimum nutrient conditions, 
“complete medium”’ tests being preferable. 

Of the methods applied the roll-culture method, developed in 
this laboratory from JuLius’ method for counting bacteria, was 
considered to be the most practical for routine work. 

A description of the method is given. 
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THE ANTILUETIC PROPERTIES OF 
TYROTHRICIN AND STREPTOMYCIN 


by 


A. BESSEMANS and R. DEROM 
(Received June 2, 1950). 


Several antibiotics have a spirocheticidal effect on Treponema 
pallidum, both “in vivo” and “‘in vitro”. This has been knuwn for 
a long time with regard to penicillin. 

According to DROUHET (1), a single subcutaneous injection of 
35.000, or even of 25.000, units of streptomycin to a white mouse 
weighing about 20 g is sufficient to dispel in at most 7 days an 
infection of nearly a year’s duration by our syphilis strain Ghent. 
The author drew his conclusion from the negative result of tracing 
treponemata by the method of Srrorsco and VaIsMAN in the 
elective areas, such as the nose, the skin of the back and perineum, 
the smooth rectum muscles and lymphatic glands. 

According to EAGLE and co-workers (2, 3) subtilin has only faint 
antisyphilitic activity, whereas bacitracin is found to be markedly 
toxic to the Reiter cultured strain and capable in small doses of 
combating the incidence of the disease in freshly syphilized rabbits. 

A peroral treatment with twice 0.5 g of auromycin is claimed 
by O’Lzary and his school (4) to have a beneficial effect on the 
specific skin and mucous membrane injuries and on the serology 
of affected persons; and, according to WiLcox (6), who recently 
subjected nine cases of primary lues in human beings “‘per os’”’ 
to 750—i500 mg of the same product during 24 to 48 hours, or 
to four times 250 mg in the course of a week, it is perhaps possible 
to cure the disease. 

We know of no data on the antiluetic effect of tyrothricin. 
But, as in recent months a small quantity of this antibiotic, as 
also of streptomycin, was placed at our disposal, we tried them 
both against our Ghent syphilis strain. Our results are recorded - 
in the following. 
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A. TYROTHRICIN. 


This compound was kindly made available to us by the chemical 
products concern of Auvelais (Belgium) in the shape of an alcoholic 
solution of 25 mg per ml, which, when diluted with distilled water, 
produced a slightly opalescent, homogeneous suspension that could 
be utilized for from one to two weeks. 


lets O xa Citey pioera-b bit st 

Working on data recorded by REILLY (5), who estimates the 
lethal dose for rabbits at 1—2 mg per kg, we diluted the 2.5% 
solution by 24 parts of distilled water and injected the dilution, 
which therefore contained 1 mg tyrothricin per ml, very slowly 
into the marginal ear vein of four rabbits. 

The first two, one of which received 5 mg per kg and the other 
2.5 mg per kg, died within a‘few minutes. The third, which received 
2 mg per kg and the same dose the next day, died 24 hours after 
the first injection. Our fourth rabbit was treated daily for five 
days with | mg per kg, after which all the veins of both ears throm- 
bosised completely. This animal survived the treatment for more 
than a year, without incurring any other ailment of the vascular 
system concerned. 


Age pone Mycide “inet & 

A homogeneous suspension of virulent syphilis treponemata 
was prepared by crushing very fine a young syphiloma rich in 
treponemata, of a rabbit testicle, in a physiological salt solution 
and immediately centrifuging the resultant emulsion for 5 minutes 
at a rate of 3.500 r.p.m. To this was at once added a solution of 
tyrothricin in distilled water, in such a manner that the final 
solution contained | mg of the antibiotic per ml. 

The mixture, which at first displayed numerous and motile 
treponemata, was left for an hour at 37° C., as was also a comparable 
check emulsion of the same treponemata but not containing any 
tyrothricin; at the end of this time the number and motility of 
the spirochetes of both emulsions had remained the same. 

When each testicle of live rabbits was. inoculated with | ml of 
either emulsion, kept for an hour at 37°C., the check specimens 
were found to have lost none of their virulence after six weeks, 
whereas the treponemata emulsion mixed with tyrothricin caused 
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not the slightest infection, either apparent or concealed, even 
after six months. 


3. Cura.tiiy €&etfectconorabbits. 


We treated two rabbits which had been subjected six weeks 
previously to intratesticular syphilization. They had well-developed 
treponemous testicle syphilomata on both sides. One of these rabbits 
was given intravenous injections, two days running, of 2 mg each 
time of tyrothricin per kg in the ear veins: it died the third day. 
The other was given | mg per kg, five days in succession, in the 
same manner. 

Clinically, its syphilomata were in no way affected by this 
treatment. Moreover, when an intratesticular injection of the 
popliteal lymphatic glands of the two rabbits was given to fresh 
rabbits, that from the first animal immediately after its death 
and that from the second 3 months after its treatment with the 
antibiotic, both the injections caused typical syphilomata after 
a normal interval. 


4. Conclusorns. 


Briefly, one may therefore draw the following conclusions. 
Tyrothricin, in a concentration of 1 mg per ml, is capable of killing 
Treponema pallidum after one hour’s contact at 37°C. It is highly 
toxic to rabbits, and, when introduced intravenously, is fatal in 
a dose of 2.5 mg. In the maximum quantity tolerated, it appears 
to have no effect on the early stages of syphilis in this animal. 


B. STREPTOMYCIN. 


The streptomycin that we were enabled to test was in its partially 
purified basic hydrochloride form, as presented to us by Messrs 
E. R. Squibb & Sons, New York 1). It was our object only to as- 
certain its antisyphilitic effect in rabbit and mouse. 

Three rabbits that had been subjected to intratesticular sy- 
philization since 45 days were given daily intratesticular injections 
of the pure basic antibiotic for ten days running: the first receiving 
20 mg, the second 50 mg and the third 100 mg per kg daily. 


1) We wish to record our gratitude to this firm and Messrs van Auvelais 
for their great kindness in providing us with their antibiotics free of charge. 
19 
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Moreover, each of two white mice of about 20 g which had been 
infected during the previous hundred days subcutaneously in the 
genital region, were daily given 5 mg of the pure product sub- 
cutaneously for 7 days, the total therefore being 35 mg. 

In the three rabbits the treponemata were still numerous and 
motile in the secretion of the injuries 24 and 48 hours after the 
first treatment; but from the third day not one more could be 
detected. 

Six months after the treatment the three rabbits and the two 
mice were killed and their lymphatic glands grafted in the testicles 
of living rabbits; all these graftings showed up positive, with the 
excepnomelitel of thexabhit tha jhad secewe’ yeah a 
of 0.1 g of streptomycin per kg. 

It is therefore evident that streptomycin, administered in the 
quantity and manner described above, is able to cure entirely 
syphilitic infection in its earlier stages; on the other hand, daily 
subcutaneous injection of 5 mg for 7 days given to the white mouse 
had an inadequate therapeutic effect in the long run. 

The latter conclusion again stresses the fact, that in clinical 
practice, the curative value of any treatment should be checked 
for lengthy periods; in the case of experimental animals this period 
should be at least three, preferably six months. DROUHET claims 
that he obtained “‘perfect sterilisation’? in mice under conditions 
similar to our own. It is likely, however, that he did not wait 
sufficiently long for confirmation of his results if, indeed, he did 
not record his results immediately after the conclusion of the 
treatment. 
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THE DETERMINATION OF MICRO-ORGANISMS 
IN AIR 


by 


A. J. KLUYVER and J. VISSER 
(Received June 17, 1950). 


1. INTRODUCTION. 


The recent development of industrial processes for the production 
of antibiotics has caused an increasing demand for large quantities 
of sterile air. This means more specifically that strong currents of 
atmospheric air have to be freed from its never lacking microflora. 
Although several methods for air sterilisation have been recom- 
mended, it seems probable that in most cases filtration of the air 
through suitable filters has been applied. Since in practice contami- 
nation of culture vessels due to insufficient air sterilisation is not 
at all rare, a closer study of the process of air filtration may be 
deemed important. 

It is obvious that hereto a reliable determination of the number 
of germs present in an air current is more or less indispensable. We 
have, therefore, in the first place made a comparative study of 
various apparatuses recommended for this purpose. 


2. BRIEF DISCUSSION OF AVAILABLE DEVICES. 

Fairly recently an excellent survey of the various methods 
available for the determination of micro-organisms in air has been 
given by puBuy, HOLLAENDER and Lackey (1). For the sake of 
brevity we must refer the reader to this publication for a full 
description of the various devices mentioned below. 

The methods for the determination of the number of germs 
present in the air can be divided into two groups. 

Into the first group come the devices which aim at the impinge- 
ment of the organisms upon the surface of a solid nutrient medium. 
After development of the germs into colonies they are counted as 
such. Examples of this type of devices are: the air centrifuge 
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(WELLS, 1933), the funnel device (HOLLAENDER and DALLAVALLE, 
1939), the sieve device (DUBUy and Crisp, 1944), and the slit device 
(BOURDILLON et al. 1941). 

In the second group of devices the air is brought in contact with 
a liquid medium, whilst various measures are taken to promote 
the retention of the germs by the medium. In the publication of 
DUBvy et al. this type of devices is designated as the atomizer-type 
which name, however, is apt to lead to confusion. The name is 

apparently derived from the atomi- 
zer bubbler device of MOULTON é¢ al. 
(1943) who claim that in their ap- 
paratus clumps of bacteria are broken 
up by a special device. In the bead- 
bubbler (WHEELER ef al., 1914) and 
in the modified aeroscope or FOLIN 
bubbler (RETTGER, 1910) no such 
devices are present so that the name 
“atomizer”’ for the designation of the 
whole group of these samplers is not 
at all justified. 

On considering which of the 
various devices would best suit our 
purposes we at once came to the 
conclusion that the second type of 
devices offered many advantages. 
In the first place it was clear that 

Fig. 1. Capillary impinger. | 00 the whole these devices were of 

a much simpler design. This seemed 
important with a view to the desirability of analyzing several 
samples of air at the same time. Moreover, for our sterilization 
experiments it seemed desirable to work also with heavily con- 
taminated air currents which would imply that in order to obtain 
countable plates the time of exposure of solid nutrient media 
could only be very short. 

We, therefore. decided to make a comparative test of the FoLin- 
bubbler, the WHEELER-bubbler (both with and without beads) and 
the MOULTON atomizer. 

Shortly after a start had been made with these experiments we 
came across the book of RosEBury (2) dealing with airborne 
infection. In this book experiments are reported which showed the 
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high efficiency of a very simple device designated as “capillary 
impinger’’ so that we decided to include this device in our experi- 
ments. Since the apparatus is not mentioned in the survey of 
DuBvy et al. we give a reproduction in Fig. 1. The only remarkable 
feature of this impinger is the capillary tube through which the air* 
enters into the liquid. RosEBuRy reports experiments which show 
that the best results were obtained when the capillary orifice was 
placed about 5 mm above the floor of the container whilst dipping 
at least 5 mm into the fluid. We have, therefore, in our experiments 
stuck to these prescriptions which implied that the container was 
filled with 80 ml sterile water. 


3. EXPERIMENTAL. 


In our first experiments known volumes of ordinary laboratory 
air were sucked through the various samplers in which sterile water 
had been brought. An aliquote part of the water was then mixed 
with melted nutrient agar, and the number of colonies which 
developed was established. The results were calculated for 100 
litres of air. 

It appeared that only small numbers of colonies developed in 
the plates from which it should be concluded that the number of 
germs present in 100 litres of the laboratory air did not surpass 
values between 50—400. 

It was obvious that under these conditions a reliable test of the 
efficiency of the various apparatuses could not be obtained. More- 
over, the heterogeneous composition of the microflora proved to 
lead to complications. 

For these reasons it was deemed desirable to repeat the experi- 
ments with air which had been artificially contaminated with a 
pure culture of some suitable bacterium. Hereto it was necessary 
to spray a bacterial suspension into the air of a small cabinet. 

ROSEBURY (2) mentions in his book two types of apparatuses for 
this purpose: the so-called Chicago atomizer and the DE VILBISS 
AO nebulizer. 

Both instruments were made by the glass-blower of the labora- 
tory, Mr. P. WenTINK. In some preliminary experiments the nebu- 
lizer proved to be the more efficient of the two in so far that a 
much more homogeneous spray was obtained 1). Nevertheless, also 
1) This result may well be due to some imperfections in our construction 
of the Chicago atomizer. 
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this apparatus did not prove to be quite satisfactory, and therefore 
a modified design (Fig. 2) was made by Mr. WENTINK. Since in 
these nebulizers the spray which leaves the instruments has only 
a low velocity, both instruments were provided with a secondary air 
flow which distributes the spray over a distance of several meters. 

In order to test the homogenity of the sprays some experiments 
were made in which the nebulizers 
were filled with a solution of malachite- 
green (3). Part of the spray was col- 
lected on a glass slide and the dia- 
meters of a large number of dry dye 
spots were measured microscopically. 

Since the droplets are flattened on 
the slide, the diameter of the dye spot 
will be larger than that of the droplet. 
According to the publication cited the 
diameters of the spots will be ap- 
proximately twice the diameters of the 
original droplets. The latter -have, 
therefore, be computed on the basis of 
this assumption. 

In Table I the results of a rough 
estimate have been collected; the last column of this table gives 
the distribution of the mass of the sprayed liquid over the size of 
the droplets according to this estimate. 


Table I. 
Distribution of the mass of the sprayed liquid over the size of 
the droplets. 


Fig. 2. Modified nebulizer. 


Mean diameter | 
of droplets in 
microns 


Diameter range 
of droplets in 
microns 


% numbers of 
droplets in each 


% mass of liquid 
sprayed in each 


range range 
DE ViLpsiss 40 nebulizer 
25—95 60 5 85 
15—25 20 20 12 
5—15 10 30 3 
5 | 24 45 — 
Modified nebulizer 
15— 25 20 1 23 
8—15 | 11} 10 44 
4—8 | 6 50 32 
4 | 2 39 1 
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The figures in Table I leave no doubt that the modified model 
of the nebulizer yields a much finer and more homogeneous spray 
than the apparatus made according to DE VirBiss’s original design. 
Therefore, in all further experiments the modified device has been. 
used. 

We have to add, however, that we afterwards found that the 
use of secondary air in the nebulizers leads to an agglomeration of 
the smaller droplets. We reproduce, therefore, in Fig. 3 (p. 305) micro- 
photographs of the dried droplets of the malachite-green solution 
as they were obtained in the two nebulizers when the secondary air 
flow was applied, as was the rule in the experiments described 
below. Despite of the agglomeration the droplets of the modified 
nebulizer are smaller and more homogeneous in size than those 
obtained with the original model. 

With the aid of the nebulizer the air in the cabinet was imbued 
with a bacterial cloud, and the contaminated air was used for the 
testing of the bacteria retaining qualities of the various apparatuses 
referred to above. 

However, before starting with these experiments, it seemed 
desirable to get an insight into the stability of a bacterial air 
population obtained in this way. It will be clear that as long as 
the air is kept in a quiet state the population will tend to decrease 
because gravity will lead to a gradual settling of the germs. The 
settling rate of droplets will, of course, be highly dependent on 
their diameter. Ducuip (4) has for instance determined the settling 
time of water droplets in a saturated atmosphere and arrived for 
a settling height of 1 meter at the following results: 


Diameter droplet Settling time 
1000 » 0.6 sec. 
200 ,, Pi 
100 ,, C2; 
30 ,, 1 min. 
1035 105; 
i 17 hours. 


However, these figures do not apply directly to the conditions of 
our experiments. For the humidity of the air in the cabinet was 
usually much below the saturation point, so that a quick evapo- 
ration of the water present in the droplets will have taken place. 
Ducuip determined the relation between the evaporation time and 
the diameter of the droplets. He found that the evaporation time 
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decreases strongly with decreasing size of the droplets, and under 
certain conditions he established that at 18°C. the evaporation 
time for droplets of 50 4 diameter was only 0.4 second. Under these 
conditions we must conclude that also the droplets of bacterial 
sprays as used in our experiments will have evaporated very 
quickly, leaving the bacteria in a more or less moist crust of the 
solid constituents of the medium. It seems quite conceivable that 
the drying process will unfavourably affect the viability of the 
bacteria. 

In this connection reference should be made to an investigation 
of DUNKLIN and Puck (5) who found that the mortality of a 
bacterial cloud obtained by spraying a suspension of bacteria in 
saline is much higher than that of a similar cloud made from an 
aqueous suspension, at least in as far as the relative humidity of 
the air was in the neighbourhood of 50%. 

In some preliminary experiments we employed two types of 
bacteria. In the first place Serratia marcescens which offered the 
advantage of an easy recognition because of the colour of the 
colonies. Secondly Bacillus cereus was chosen as a sporeforming 
bacterium, since the use of bacterial spores seemed favourable 
both on ground of their small dimensions and their high resistance 
to adverse conditions. 

As a rule the bacteria were cultivated on plates and after good 
development had taken place the bacteria were thoroughly sus- 
pended in sterile tap water. The aqueous suspension was then 
filtered through a small cotton plug in order to remove clumps, and 
a suitable volume was brought into the nebulizer. In the remaining 
part of the suspension the concentration of bacteria was determined. 
By weighing the nebulizer before and after spraying the number of 
bacteria sprayed could be approximately estimated; usually this 
number was of the order of 5 x 10? for a spraying time of 20 
minutes. 

In later experiments it was found convenient to cultivate Bacillus 
cereus in a liquid medium and after sporulation had taken place 
this medium was directly sprayed. It appeared that this bacterium 
developed abundantly in shake cultures in a medium containing 
0.5 % peptone and 0.3 °% Lab Lemco in tap water. After 5 days 
cultivation at 30° C. sporulation proved to be complete 1). 


1) In the same medium to which 0.5 % NaCl had been added no sporu- 
on at all took place. 
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Fig. 3. Microphotographs of dried malachite-green droplets 
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For the final determination of the number of bacteria present 
use was made of a solid medium, containing 0.5 % peptone, 0.3 % 
Lab Lemco, 0.1 % MgSO,.7 H,O and 2 % agar. The magnesium 
sulfate was added to promote pigment production by Serratia mar- 
cescens; the addition of this salt proved to have no harmful effect 
on the development of Bacillus cereus. 

With the aid of this technique we have first rather extensively 
investigated the stability of our artificially produced bacterial 
cloud. These experiments shall not be discussed here in any detail. 
It may suffice to state that the results obtained with S. marcescens 
were rather disappointing from our point of view in so far that the 
number of viable germs present in the air was often reduced to 
0.1 % or less within a period of 50 minutes. It seems probable that 
this reduction was mainly due to a dying off of the bacteria, whilst 
the settling was only a factor of secondary importance. In these 
respects the suspension of the Bac.cereus spores behaved in a much 
more satisfactory way; the decrease in number was rather slow and 
within a period of 10 minutes almost negligible. Even after three 
hours there still was a considerable number of germs in the air. 

It seemed, therefore, justified to conclude that air contaminated 
with spores of Bac. cereus would be quite suitable for a comparative 
test of various apparatuses devised for the retention of germs 
present in air. 

We proceeded in such a way that in each experiment the con- 
taminated air was simultaneously sucked for 10 minutes through 
the different samplers. Owing to technical limitations it was im- 
possible to use more than three samplers in each experiment. In 
each sampler a known quantity of sterile tap water had been 
brought, and the number of germs retained were determined with 
the aid of the plate method using a suitable aliquote part of the 
aqueous suspension. For each of the samplers the volume of the 
air which passed through it during the time of the experiment was 
determined with a flowrator of the FIscHER and PorRTER Cy. The 
results of the plate counts were then calculated for 100 litre of air. 

The final outcome of all experiments is collected in Table II. 
The experiments 13 and 13a, as well as 14 and 14a, were carried 
out in quick succession using the same bacterial cloud. 


308 A. J. Kluyver and J. Visser, 


Table IT. 


Results of the testing of some air sampling devices. 


Numbers of spores of Bacillus cereus retained by the simultaneously tested 
samplers; all figures computed for 100 litre of air. 


nl 


Number WHEELER-bubbler Capillary impingers 
of the | Forin- MouLtTon- 
experi- | bubbler | with | without | atomizer l 9 3 
ment beads beads 
8 2200 3700 4300 
9 3900 4500 11900 
10 18400 27400 40700 
11 -.| 28200 | 32400 | 24200 
12 3100 3400 8400 
13 11500 9200 21600 
13a 19200 | 21200 | 21400 
14 21000 15800 
l4a 18100 37300 32400 
15 17600 19600 
16/1 19200 26100 | 33100 
16/2 19500 40800 | 38600 
17 11000 9000 
19 18600 36600 | 32000 


4. DISCUSSION OF RESULTS. 


A comparison of the figures in Table II shows conclusively that 
both the Fo.in-bubbler and the WHEELER-bubbler are rather poor 
devices for the retention of germs present in heavily contaminated 
air. In all cases in which they have been tested considerably higher 
numbers of bacteria have been retained in one of the other devices. 
For some difficultly explicable reason the FoLin-bubbler was 
always somewhat more efficient than the WHEELER-bubbler. 

In experiment 12 confirmation has been obtained of the ex- 
periences of both puBvuy e¢ al. (1) and RoseBury (2) that the 
presence of beads in bubbler collectors does not add to their effi- 
ciency. . 

The MouLton-atomizer always gave higher counts, but has the 
inherent disadvantage of being a much more complicated apparatus. 

The most important result of our experiments is, however, the 
apparently high efficiency of the capillary impinger. In all ex- 
periments in which they have been used the impingers yielded the 
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highest counts. Moreover, taking intv account the eirors inherent 
in the plate counts, the agreement between duplicate and triplicate 
experiments was most satisfactory. To all this comes the extreme 
simplicity of the apparatus. 

We must conclude from the figures in Table II that the two types 
of bubblers, as well as the Mourton-atomizer, fail to retain a 
considerable part of the germs present in the air which passes 
through these apparatuses. For the capillary impinger it re- 
mained to be tested whether it, indeed, succeeds in retaining all 
germs. 

We have, therefore, made a series of experiments in which the 
air which left the various devices was led through a capillary im- 
pinger. In the case of the MouLton-atomizer with a capacity of 
9 litre/min. the escaping air was divided over three capillary im- 
pingers in parallel arrangement. It was, indeed, established that in 
various experiments the number of bacterial spores caught in the 
capillary impingers amounted to 8—28 % of the number trapped 
in the atomizer. 

In experiments in which two impingers were connected in series 
it appeared that the second impinger still retained a number of 
spores to the amount of 0.25—1 % of the number trapped in the 
first. 

Although, therefore, also the capillary impinger does not offer 
full guarantee that the air which leaves the apparatus is sterile, 
yet it is certainly the most efficient device for the retention of 
germs present in gases, available until now. Moreover, it is not 
doubtful that two or three impingers connected in series will answer 
all reasonable requirements for a quantitative removal of germs. 

Although our attention was directed to the impinger by the 
lecture of RosEBURY’s book, we have not found therein any dis- 
cussion of the principle which led to its construction and the only 
reference made in this connection is to a personal communication 
from D. W. HENDERSON and D. D. Woops. 

We shall not attempt to give here an integral explanation of the 
high efficiency of the capillary impinger. But it appears very 
probable that the high linear velocity with which the air passes 
through the capillary part of the inlet tube will be a decisive factor. 
It should be realized that this velocity for a capillary tube with a 
diameter of 0.75 mm and a capacity of the apparatus of 3 litre/min. 
will amount to not less than 110 meter/sec. This figure contrasts 
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strongly with the corresponding value of 2 meter/sec. in the FOLIN- 
bubbler, and 2.5 meter/sec. in the WHEELER-bubbler. 

Taking into account that the specific gravity of a bacterium is 
approximately 1.2 against a specific gravity of the air of about 
0.0013, it seems quite acceptable that the inertia of the heavy 
bacterial particle will lead to a penetration of the boundary layer 
of the bubble as soon as bubbles with high velocities are suddenly 
brought to a stop, as will occur when the impinger is filled with a 
high layer of liquid. Using a capillary impinger where the capillary 
orifice was placed only 5 mm above the floor of the impinger the 
solid particles in the escaping air will be shot into the capillary 
layer of fluid which covers that part of the floor of the container 
which is immediately below the capillary tube. 


Summary. 


A brief discussion has been given of various devices available 
for the determination of micro-organisms in air. In order to in- 
vestigate the efficiency of some of these devices it proved desirable 
to work with artificially contaminated air. Hereto clouds of spores 
of Bacillus cereus were produced with the aid of a modified model 
of a DE Vizsiss 40 nebulizer. 

Comparative tests were made with the Forin-bubbler, the 
WHEELER-bubbler, the MouLton-atomizer and the capillary im- 
pinger as used by RosEBury for the determination of the spore 
concentration in the contaminated air. The latter device proved 
to be by far the most efficient, 99 °% or more of the spores being 
retained by this simple apparatus. 

The authors wish to.express their sincere thanks to the ‘“‘Delftse Hoge- 


schoolfonds”’ for the grant which has enabled them to carry out this in- 
vestigation. 
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SOME OBSERVATIONS ON AIR FILTRATION 
by 


A. J. KLUYVER and J. VISSER 
(Received June 17, 1950). 


1. INTRODUCTION. 


As has already been remarked in our previous communication (1) 
the problem of the removal of germs from air currents is of ever 
increasing importance nowadays. It is well-known that the problem 
is usually solved by filtering the air through suitable materials. 
Nevertheless it appears that in industrial practice difficulties are 
not seldom encountered in this procedure, and therefore it seemed 
worth-while to collect some data regarding the factors which 
determine the success of the operation. Although the investigations 
reported here bear only a preliminary character, some of the results 
obtained may be of sufficient interest to justify their publication. 

The more so, since the literature dealing with the subject is very 
scanty. The only publication known to us which brings some 
essential data regarding the filtration process is that of TERJESEN 
and CHERRY (2). 

In this study special attention has been given to the suitability 
of a special type of slag wool (‘‘Stillite’’) as a filtering medium. The 
favourable results obtained with this material induced us to include 
also ‘‘Stillite’” in our experiments. On our request the “‘Stillite 
Products Ltd’’1) kindly put two small sample “‘Stillite’’ filter 
pads at our disposal. Besides this, cotton wool and carbon have 
been tested on their filtering properties. 


2. METHODS AND EQUIPMENT. 


In all experiments air was used which had been artificially 
contaminated with spores of Bacillus cereus applying the modified 


1) Sardinia House, Kingsway, London WC 2. 
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nebulizer described in our preceding communication (1). Hereto no 
use was made of the secondary air flow through the nebulizer. In 
the earlier experiments the air was sucked through a bottomless 
flask which had been filled with the filtering material. The filter 
as such had previously been subjected to a heat sterilisation at 
160° C. for one hour. After leaving the neck of the flask the air 
passed three capillary impingers in parallel arrangement. Each 
impinger contained as usually 80 ml of water. These impingers 
together with the connecting tubes had also been previously 
sterilized in the autoclave at 120° C. for 15 minutes. 

After the end of the experiment the water in the impingers was 
tested on the presence of germs either by mixing a suitable quantity 
of the water with melted nutrient agar, or by inoculating 5 x 10 ml, 
5 x 1 ml and 5 x 0.1 ml in tubes containing 10 ml peptone water 
(1 % peptone, 0.5 % NaCl in tap water). After incubation for 16 
hours at 37° C. colonies on the plates were counted, and when use 
had been made of the tubes the latter were examined for growth. 
From the outcome of this examination the most probable number 
(M.N.P.) of bacteria present in the water sample was established 
with the aid of the table in use for the evaluation of coli tests in 
water examination (3). 

It should be remarked here that in a later phase of our investi- 
gation we have made some determinations with both plate method 
and the liquid medium test. From these experiments it appeared 
that the first method always gave somewhat higher counts. Appar- 
ently a certain percentage of the spores of Bacillus cereus does not 
germinate in peptone water under the conditions prevailing in our 
experiments, whilst they do germinate on the nutrient agar plates. 

For this reason some reserve must be made with regard to the 
absolute value of the results reported below; nevertheless it seems 
acceptable that the total picture is scarcely influenced by this 
imperfection of the liquid medium test. 

In the first experiments the filter was tightly packed with cotton 
wool, great care being taken to avoid channeling. The results, 
however, were disappointing, in so far as never complete sterili-. 
zation of the air was attained even with only moderately con- 
taminated air. 

It seemed probable that this unfavourable result would be due 
to air leakage occurring between the wall of the flask and the 
cotton wool. For this reason it was decided to improve the filter 
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in such a way that the danger of edge leaking would be minimized. 
This led to a construction as reproduced in Fig. 1. 

In the bottom of a metal cylinder a circular opening of 10 cm 
diameter was made and covered with copper gauze. To this bottom 
a metal funnel was fixed as indicated in Fig. 1. Into the cylinder a 
number of discs of cotton wool were brought which then were 
compressed by putting in a second closely fitting cylinder with 
broad flanges, also leaving a circular opening of 10 cm diameter. 
Then a second disc of cotton wool was pressed in the inner cylinder 
with the aid of another closely fitting cylinder with flanges, and 
this operation was repeated for a third time. The opening of the 
last cylinder was also covered with copper gauze. All the cylinders 
were then subjected to strong pressure so that the distance between 


two flanges was reduced to 9 cm; they were then bolted together. 
cotton wool 


—_—_— Sa 
outlet 


Fig. 1. Cotton wool filter. 


In this way a strongly pressed cotton wool column of 27 cm thick- 
ness was obtained. It will be clear that leakage of air between 
cylinder wall and cotton wool can only occur in so far as the air 
twice passes between the wool and the flanges. Owing to the high 
pressure the air passage will here be much more difficult than 
between the wool and the cylinder wall. Moreover, since in each 
compartment the length of direct way of the air through the wool 
will be only 9 cm as compared with a length of 19 cm for the way 
of the air which passes between the wool and the wall, it is ex- 
tremely improbable that any leakage will have occurred. 

Since it was soon observed that the cotton wool lost a great deal 
of its elasticity, if the filter was subjected to a dry sterilisation, we 
have later always sterilized the filter in an autoclave at 120° C. 
for 15 minutes. During this operation there was no mechanical 

pressure on the filter. 
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For the stillite filter pads — each of which measured 30 x 30 x 
5 cm — a special frame was constructed of which a sectional 
drawing is shown in Fig. 2. 

The frame consists of 
two square metal boxes 
with conicalinlet and outlet 
for the air. In the inner 
box a rubber sheet with a 
circular opening of 10 cm 
diameter is brought, and 
hereupon the two stillite 
pads rest. These were co- 
vered by another rubber 
sheet with a_ similar 
opening as the former. 
Then the outer box was 
put in the position as in- 
dicated in the figure. In 

Fig. 2. Stillite filter. this state the filter. was 

sterilized in an autoclave 

at 120° C. for 15 minutes. Then the boxes were pressed together 

with the aid of a metal frame bearing four screws. Hereby a 
wooden frame acted as a buffer. 

For the filtration experiments with carbon we used simple metal 
cylinders of 15 cm diameter which were kept in a vertical position 
and through which the air passed in downward direction. At the 
bottom of the cylinder there was a copper gauze covered with 
glass beads, at the top of which another gauze acted as a support of 
the carbon. After some preliminary experiments the carbon “‘Norit 
PK 0.5—1 mm” proved to be the most suitable. The carbon filter 
was always subjected to a dry sterilisation at 160° C. for one hour. 

In experiments with low velocity the contaminated air was 
sucked through the sterilized filters and then passed three capillary 
impingers in parallel arrangement. In later experiments in which 
the velocity of the air was raised the limited capacity of the im- 
pingers did only allow the analysis of a fraction of the total flow 
which should be well kept in mind in considering the results 
obtained. In these cases we used an arrangement as indicated in 
Pig3} 

For the main air flow use was made of an ordinary vacuum 


KK 
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cleaner. In order to sample the air after its passage through the 
filter part of the air flow (9 litre/min.) was sucked through the three 
impingers with the aid of a vacuum pump. In each of the air flows 
the rate was-determined with the aid of a flowrator of the FISHER 
and PORTER Cy. 


to vacuum cleaner 


to vacuum pump 


flowrator 


«<— nebulizer 


3. EXPERIMENTS WITH COTTON WOOL AS A FILTER MEDIUM. 


A first series of experiments was made with air which was 
contaminated with about 800 spores per litre. Hereto we first 
determined the amount of spore suspension sprayed by the nebulizer 
during one hour. Some experiments had shown that, in accordance 
with observations of other workers, the number of germs present 
in the spray is as a rule only about 20 % of that calculated on the 
amount of suspension which disappears from the nebulizer. In the 
calculation of the contamination we have, therefore, always applied 
an empirical factor of 0.2. Dependent on the air flow used in each 
experiment the concentration of the spores in the suspension was 

20 


Fig. 3. Experimental scheme. 
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varied in such a way that always the approximate number of 800 
per litre was obtained in the air flow which entered the filter. 

It seems unnecessary to report here in detail all experiments 
made. In the beginning it was not rare to find that some spores 
had passed the filter and were retained in one or more of the 
impingers. It seems probable that this result was due to unsufficient 
care in the packing of the cotton wool in the filter. 

When gradually more experience had been obtained in this 
operation these failures disappeared. 

After this stage had been attained experiments were made to 
establish whether raising of the velocity of the air flow would affect 
the result. Such an experiment is reported in Table I. 

It should be remarked once for all that the expression “maximum 
linear velocity’ in the tables has only an arbitrary significance. 
The figures given are calculated on the basis of the diameter of 
the circular opening left by the flanges present in the filter whilst 
the space occupied by the filter material was left out of account. 
In reality the air velocity in the filter is, therefore, at certain spots 
markedly higher. . 


Table I. 


Experiments on the influence of the velocity of the air flow on 
the efficiency of a cotton wool filter. 
Number of spores in air before filtration: + 800 per litre; thickness cotton 


wool layer: 27 cm; weight of cotton wool in filter: 900 gram; duration of 
each experiment: one hour. 


Vol. of air | Max-lnear | rotatvol.of | M-P-N-f | wpw. of 
No of mila ee | VCLOCILY a SOL : spores re- 
passing in pare filtered air : spores pass- 
exp. : : air in filter a, tained by |. : 
litres/min. | . in litres Sage ing the filter 
in cm/sec. impingers 
37a 9 2 540 0 0 
b 20 4 1200 0 0 
c 35 7 2100 0 0 
d 51 11 3060 0 0 
e 63 14 3780 0 0 


It appears from Table I that an increase of the air velocity from 
9 litre/min. to 63 litre/min. did not affect the satisfactory filtering 
action. Owing to the rather considerable resistance which the filter 
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offers to the air passage, it was not feasible to attain a higher 
velocity with the equipment at our disposal. 

It seemed worth-while to repeat these experiments with a more 
heavily contaminated air flow. This time the contamination was 
of the order of 10.000 spores per litre; slight variations in the 
individual experiments, however, being unavoidable. The results 
of this series of experiments are given in Table ITI. 


Table IT. 
Experiments on the efficiency of a cotton wool filter using heavily 
contaminated air. 


Number of spores in air before filtration: + 2.10* per litre; thickness cotton 
wool layer: 27 cm; weight of cotton wool in filter: 830 gram. 


_| Max.line- | + otal vol. | M.P.N. of | M.P.N. of 
Duration | Vol. of air | ar veloci- 5 
No of ee 55 ._ | of filtered | spores re- | spores 
of exp. | passing in | ty” of air cons ; ‘ 
gor |e ; : See air in tained by | passing 
in hours | litres/min.| in filter p SS: : 
‘ litres impingers | the filter 
in cm/sec. 
| 
50a 3/4 9 2 405 2 2 
b 3/4 20 4 900 5 9 
c 3/4 35 # 1575 2 6 
d 3/4 49 10 2205 0 0 
e 3/4 59 12 2655 0 0 
f 3/4 100 21 4500 2 18 
53 10 1/3 81 50220 5 43 
lt 44880 


It is noteworthy that in all cases the number of spores which 
were found to pass the filter is very low in proportion to the 
millions of spores which have been retained by the filter. This may 
account for the fact that in two of the experiments no spores were 
trapped in the impingers; obviously a chance factor also influences 
the result. There is no clear indication that the velocity of the air 
influences the result. 

Nevertheless, the data of Table II, as compared with those of 
Table I, leave no doubt that a high degree of contamination of the 
unfiltered air presents a real danger for the success of the filtration 
operation. This conclusion seems to be warranted, although it 
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should be taken into account that in this series the cotton wool 
was not as tightly packed as in the former series, as manifested 
by the higher velocity of air which could be attained. 

The fact that in the first series of experiments reported in Table II 
the numbers of spores retained by the impingers were very low, 
made it seem desirable to test whether these results had real 
significance or that they were only due to imperfections in the 
technique used. For this reason also two experiments of longer 
duration were made, the results of which leave no doubt that 
indeed the filter did not remove all germs from the passing air. 


4, EXPERIMENTS WITH STILLITE AS A FILTER MEDIUM. 

A microscopic examination of the stillite fibres revealed their 
extreme fineness. A comparison with cotton wool led to the following 
figures: 


Variation Prevailing 

diam. in u diam. in 
Stillite 2.5—25 2.5—10 
Cotton wool 15—26 18—20 


Vor the experiments the stillite filter as described in section 2 has 
been used. 
The results of a series of experiments in which the air contami- 


Table III. 
FE xperiments on the influence of the velocity of the air flow on the 
efficiency of a stillite filter. 


Number of spores in air before filtration: + 800 per litre; thickness stillite 
layer: 10 cm; duration of each experiment: one hour. 


Vol. of air — neon | Total vol. of Bhs M.P.N. of 
No of fa Ete velocity” of | Ties: spores re- 
exp. 7 2 air in filter | ureree’ air | tained by dae Mtn’ 
itres/min. 5: temthab Aba Ree hehe ing the filter 
in cm/sec. | impingers | 
58a Meal 2 540 0 : 0 
b 20 | 4 1200 0 0 
c | 7 2100 | 0 | 0 
d 43 9 2580 Doel 10 
e 77 16 4620 2 17 
f 102 22 6120 0 0 
g 125 27 7500 0 0 
h 153 32 9180 0 0 
a eS a 
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nation was again reduced to about 800 spores per litre are reported 
in Table III. In this series another attempt was made to study 
the influence of the air velocity on the filtration efficiency. 

On the whole the results obtained with the stillite filter are most 
satisfactory. However, in both experiments 58 d and 58 e one of 
the 15 tubes containing 10 ml of the impinger fluid led to a develop- 
ment of Bacillus cereus. The possibility cannot be excluded that 
in these cases we have been dealing with a stray infection. This 
seems the more likely because with higher velocities of the air flow 
no spores were detected in the impingers. 

The most gratifying result of the experiments in question is 
undoubtedly the fact that the stillite pads combine a high filtration 
efficiency with a low resistance to the passing air. This is clearly 
manifested by the high air velocities which could be attained with 
our limited resources, velocities which are approaching those used 
in technical filter systems (linear velocity: 100 cm/sec.). 

We then decided to establish also for the stillite filter in how far 
a higher degree of contamination of the air would influence the 
filtration effect (Table IV). 


Table IV. 
Experiments on the efficiency of a stillite filter using heavily 
contaminated air. 


Number of spores in air before filtration: + 2.104 per litre; duration of 
each experiment: one hour. 


MAS ie, ak gen Total vol. | MP.N. of | M.P.N. of 
No of mee Aart 3 foi | of filtered | spores re- | sporess 
exp. | : j ; a | airin — tainedby | passing 
| Spies apie gyi eat | litres | impingers | the filter 
cm 1 2 | | 
59) | pA = 92) B40 ay S570 
60a | 10 49 | 10 2940 61 332 
b> 10 165 | 35 | 9900 4 73 


The results reported in Table IV show conclusively that for the 


stillite filter too there must be a critical degree of contamination . 
which may not be surpassed without endangering the filtration 
effect. 
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Using the only slightly contaminated laboratory air we have 
been able to establish that a stillite filter acts also very satisfactorily 
in an experiment of long duration. With an air volume of 153 
litres/min. passing (linear velocity 32 cm/sec.) no germs were 
detected.in the impingers even after 12 hours filtration. 


5. ExPERIMENTS WITH CARBON AS A FILTER MEDIUM. 


In all experiments reported in this section use has been made 
of Norit PK 0.5—1 mm, this being a grade of carbon answering 
the requirement usually maintained for carbon used in technical 
air filtration operations, 77z., that of passing a sieve of 15 mesh 
(inch) and being retained by a sieve of 30 mesh (inch). 

In the first series of experiments use was made of heavily con- 
taminated air. Starting with a carbon column of 53 cm it was. found 
that a good filtration effect was obtained. However, under these 
conditions the capacity of the filter was very low, and did not 
exceed 18 litres/min. (linear velocity 2 cm/sec.). For this reason 


Table V. 
The influence of the height of the carbon column on its filtration 
efficiency (heavily contaminated air). 


Number of spores in air before filtration: + 5.104 per litre; duration of 
each experiment one hour, unless otherwise indicated. 


{ | “ec x. s ™ 

Height of | | binsstines Total vel’ | MPN. of MP Nol 
Vol. of air | ar veloci- ; 

Noof} carbon Shee: a ._ | of filtered | spores re- spores 
passing in | ty”’ of air | Bs: : : 

exp. | column air in tained by | passing 


litres/min.| in filter 


in cm : litres impingers | the filter 
in cm/sec. 


36 53 ome l 270 0 0 
39a 53 9 1 es) 0 0 
b 53 aye eS 2 1080 0 0 
403) 29 30 3 3600 0 0 
42 16 31 3 1860 0 0 
442) 16 37 4 5920 7 29 
47a 8 9 l 540 391 391 
b 8 20 2 1200 429 953 
c 8 30 3 1800 555 1830 
| 


1) Duration: 2 hours. 
2) Duration: 2 hours 40 minutes. 
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a series of experiments was made in which the height of the carbon 
column was gradually decreased. The results of these experiments 
are collected in Table V. 

The figures in Table V show clearly that under the conditions 
of the experiment a column height of 16 cm presents more or less 
a critical value for the filter efficiency, in an experiment of longer 
duration the filter failed to retain all spores. 

It seemed worth-while to check in how far with less contaminated 
air lower carbon columns — offering the advantage of higher 
filtration capacity — would prove to be acceptable from a filtration 
point of view. The results of these experiments are given in Table VI. 

For each of the heights tested the highest velocity mentioned in 
the tables is the maximum which could be attained with the aid 
of our equipment. 


Table VI. 
The influence of the height of the carbon column on its filtration 
efficiency (moderately contaminated air). 


Number of spores in air before filtration: + 800 per litre; duration of each 
experiment: one hour. 


{ 
jae 


| Height of Seawall (MPS of MPAs of 
Vol. of air; ar veloci- j | = 
Noof: carbon | Se 5 ._ | of filtered | spores re- | spores 
| passing in| ty” of air xe, Pegs t 
exp.) column. |. Stabe: AS 38 air in | tained by __ passing 
ie ‘litres/min.! in filter 3 oer ; ; 
Pe ir. Cr ? litres impingers | the filter 
_ in cm/sec. 
SS 
l 
52a 16 9 1 540 0 0 
b 16 20 2 1200: 0) 0 
Eeatig tp oay a (e tgs Fes sey er) ayo 0 
S42 | 11 96 ru} basting 254051 0 0 
b. ! 11 20 2 j= 1200; 0 0 
rae ee BD se 2 ees 1B00 | 0 0 
Se oe ee 45 i 2400 ; 0 0 
49a 8 9 1 | 540 0 0 
b | pei 99 2 1200 | 0 0 
ers 8 32 | 35) 10) 1920 65 0 0 
a ARR aes 4 22200, 0 0 
5la ila! 9 Lae aac 40 sh 9 22 22 
b | 8 | 20 2 j 1200 | 42 93 
cen eR | ae 3 |. 1800 | 35 117 
d 8 | 40 | 4.5 2400 50 p-. 222 
e 8 | sc ig 3060 60 | 340 
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If we compare the results presented in Table V and Table VI 
we may conclude that the filtration effect is, indeed, dependent on 
the degree of contamination of the air to be filtered. We see further 
that under the changed conditions a height of 8 cm is more or less 
a critical value: in the experiments 49 a—d still a satisfactory 
filtration took place, but in the experiments 51 a—e, in which 
apparently the carbon column was somewhat less compact — as 
judged by the higher maximum velocity — the filter allowed 
many spores to pass. The latter experiments also show that the 
most probable number of spores which pass the filter increases 
with increasing velocity of the air; in first approximation in all 
cases a constant number of spores is carried by a certain volume 
of air. Such a simple relation has not been encountered in the 
cotton wool and stillite experiments. 

It seems justified to conclude from all experiments made that 
carbon presents a very efficient filter medium, but has the dis- 
advantage of a relatively low filter capacity per unit of filter surface. 
It should, however, not be lost sight of that this disadvantage is 
not of an absolute character: it can be counterbalanced either by 
increasing the filter surface or by raising the pressure of the inlet air. 

In a final experiment we have attempted to get some insight 
into the depth in which spores penetrated into the carbon column. 

Through a carbon column of 16 cm height air contaminated with 
10.000 spores’ per litre was sucked with a velocity of 56 litres/min. 
The experiment was continued for one hour; the analysis of the 
three impingers which were connected during the experiment 
showed that the air which passed the filter did not contain any 
spores. 

After the experiment was ended a standardized sample was 
aseptically taken from the carbon column at various depths. This 
was accomplished by sucking away after each sampling a layer of 
2 cm of the carbon with the aid of the vacuum cleaner. Each sample 
was brought into a sterile test tube containing 5 ml of sterile water 
and the tubes were then evacuated in order to remove the air. 

After thorough shaking the numbers of the bacteria present in 
the carbon suspensions were determined with the aid of the plate 
method; dilutions being made where necessary. 

Although no absolute value can be attributed to the figures 
obtained, they still give a good idea of the distribution of the spores 
retained in the filter column. 
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Depths in carbon column Number of spores 
0 118.000 
2 9.500 
4 218 
6 0 
8 0 
10 0 
12 0 
14 0 


In this experiment the spores had apparently not yet reached a 
depth of 6 cm; this value is in fair agreement with our earlier 
experiment 47 in which a carbon column of 8 cm just failed to 
retain all spores. 


Summary. 


1. A method has been developed for testing the filtration 
efficiency of some filter materials. For each of the materials in- 
vestigated — cotton wool, stillite and carbon — a suitable filter 
has been devised. 

2. The filtered air was analyzed as to its germ content with the 
aid of a set of 3 capillary impingers. 

3. The cotton wool filter gave on the whole satisfactory results 
provided that due attention was given to the packing of the filter 
and its sterilisation. Clear indications were obtained that the 
degree of the contamination of the air was of vital importance. 

4. The stillite filter proved to have the advantage of combining 
a high filtration efficiency with a low resistance to the passing air. 
Also for the stillite filter a critical degree of contamination of the 
air was established; on surpassing this degree the filtration effect 
was endangered. 

5. The carbon filter proved to be most efficient, but had a 
relatively low specific filtering capacity. It was found that the 
filtration result was depending on the height of the carbon column 
and on the velocity and the degree of contamination of the air. 

6. It should be stressed that in all experiments artificially con- 
taminated air was used, and that the number of germs present in 
the air to be filtered was in all cases many times larger than that 
usually occurring in normal air. 


The authors wish to express their sincere thanks to the ,,Delftse Hoge- 
schoolfonds” for the grant which has enabled them to carry out this in- 


vestigation. 
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HAEMAGGLUTINATION DURCH POCKENVIRUS 


11. Die Erzeugung von Antihaemagglutininen durch erwarmtes oder chemisch 
behandeltes Vaccinevirus ') 


von 


W. A. COLLIER 
(Eingegangen am 20 Juni 1950). 


Zahlreiche Autoren haben die Frage der Immunisierung durch 
erwarmtes oder chemisch verandertes Vaccinevirus untersucht und 
je nach der angewandten Methodik oder je nach der Art der Ver- 
suchstiere sehr auseinanderlaufende Ergebnisse erzielt. Im Prinzip 
kann man wohl aus den verschiedenen Versuchen den Schluss 
ziehen, dass durch Warme oder chemische Stoffe schonend abge- 
totetes Vaccinevirus imstande ist immunisierend zu wirken, wenn 
auch weniger gut, als dies durch lebendes Virus der Fall ist. 

Es war daher interessant festzustellen, ob erwarmtes oder che- 
misch behandeltes Vaccinevirus noch imstande war, Antihaemag- 
glutinine zu bilden. 


METHODIK., 

Zur Verwendung kam Rohpulpa vom Biiffel, die 3 Tage nach 
Impfung geerntet war. Einmal wurde Glyzerinlymphe benutzt. Die 
Erwarmung erfolgte im Wasserbad in geschlossenen Reagierglasern. 
Die Vaccineverdiinnung beim Erwarmen betrug 10 %. Die Behand- 
lung mit 1 % Phenol bzw. 1 % Formaldehyd erfolgte 5 Tage lang 
bei 4° C. Nach erfolgter Behandlung mit Warme bzw. Chemikalien 
wurde nach der Methode von G1ins am Meerschweinckenauge die 
Virulenz das Materials bestimmt, ebenso die Virulenz des unbe- 
handelten Virus. 

Zur Immunisizrung wurden Meerschweinchen benutzt, die je 
0,5 ccm der Verdiinnung 1/10 intraperitoneal injiziert bekamen. 
Nach 12, 20 und 30 Tagen wurde der Gehalt des Serums an Anti- 


1) Mitteilung 10: Antonie van Leeuwenhoek 16, 85, 1950. 
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haemagglutininen bestimmt. Die Untersuchung auf Antihaemag- 
glutinine erfolgte nach der im Institut gebrauchlichen Methode. 


BESPRECHUNG DER VERSUCHE. 


Es wurden drei Versuche mit erwarmtem Virus und ein Versuch 
mit chemisch behandeltem Virus durchgefiihrt. Die Ergebnisse 
finden sich in der Tabelle 1 zusammengestellt. Die Durchschnitts- 
Titer sind als reziproke Werte angegeben. Im Versuch 1 wurde 
Glyzerinvirus gebraucht, das auf 56°, 63° und 100° C. erwarmt 
wurde. Das lebende Virus zeigte einen Augentiter von 1/20.000, das 
auf 56° C. erwarmte Virus war in der Verdiinnung von 1/10 un- 
wirksam. Dies will nicht besagen, dass es wirklich abgetétet war, 
denn der Augenversuch ist in dieser Hinsicht nicht entscheidend, 
wie es tiberhaupt ausserordentlich schwierig ist, im Tierversuch 
liberzeugend die vollige Abt6tung von Vaccinevirus zu beweisen. 
Die immunisierende Fahigkeit des auf 56° C. erwarmten Virus war 
nicht wesentlich schwacher als die des lebenden Virus. Die des auf 
63° C. erwarmten Virus war schon geringer, und die des auf 100° C. 
erwarmten war zwar sehr gering, aber doch noch deutlich erkennbar. 

Das fiir den Versuch 2 benutzte Virus war viel virulenter, der 
Augentiter betrug 1/500.000, das auf 56° C. erwarmte Virus er- 
zeugte aber in der Verdiinnung von 1/10 keine Augenlasionen mehr. 
Leider konnten die mit lebendem Virus immunisierten Meerschwein- 
chen nur am 12. Tage untersucht werden. Es zeigt sich aber deut- 
lich, dass das auf 56° C. erwarmte Virus sehr gut immunisierte. 
Auch die immunisierende Fahigkeit des auf 63° C. und 100° C. 
erwarmten Virus. war noch deutlich ausgesprochen, denn am 20. 
Tage betrug der Durchschnittstiter von 7 mit auf 100° C. erwartem 
Virus immunisierten Meerschweinchen 1/206. Schliesslich wurde im 
Versuch 4 eine geringere Virusdosis von 0,5 ccm der Verdiinnung 
1/50 benutzt, allerdings wurde nur 20 Minuten lang erwarmt. Das 
auf 56° C. erwarmte Virus war etwas schwacher als das lebende, 
das auf 63° C. erwarmte aber deutlich schwacher. Wenn man aber 
bedenkt, dass fiir Antigenimpfungen in der Regel sehr grosse 
Virusdosen nétig sind, so erscheint doch der Unterschied zwischen 
lebendem und auf 56° C. erwarmtem Virus nicht sehr hoch. 

Im Versuch 3 war der Augentiter des benutzten Virus 1/10.000. 
Das mit Phenol behandelte Virus erzeugte noch Keratitis, das mit 
Formaldehyd behandelte Virus war unwirksam. Das mit Phenol 
behandelte Virus rief nach 20 Tagen die meisten Antihaemagglu- 


327 


Haemagglutination durch Pockenvirus. 11. 


g F G9 F OI<| g¢ a Ons) AIS 

0g 97} 0Z8u2 9 ¢ 8 : "2 9 0% 

ost | & | O28 | ¢ | w | 6 000°01/T ‘0 Og/T pusgey LIL edindyoy > 
SS ae se EE 

Joy | yeZ | 1031 | 1yez xy | TUeZ 

usseL 6Z uUsseL ZS ussel IL 

yoeu 1941, 

ES SE ER EE ES I OS 

rat L | 8g 8 oEe Z1 ‘Sou as pAyepreuri0y 

% 1 eel g 
ZGE c | 0F9 gs \ | 0gz L ‘sod as jousyq 
% 1 ase g 

€8Io| 9) | SLIZANOLmcOse Or 000°01/T S‘0 OT/T pusqe] oer edindyoy € 
Oot 9 | 902 £1 08 8 _ “ ‘) OOT ,0€ 

Oa 9. | 009. Fh«S OLR a10T ig 560 e008 

OF8 € + 8cStal af ZIST | 8 ‘dou - ‘9.99 08 

an = = <1! OPES. |F 000'008/T ¢‘0 OT/T puseqey 66g edindyoy = 
g Ze Ot Z 1 OF g = ; ‘) OOT 08 

LP Ga S11 - | 08 g oa e .c600",08 

Or9 { | OOOLH 2 i Sedmieg ‘Sou * *) coo coe 

eo 
4!) Z | 099% | @ 9SF € 000'02/T o'0 OL/T pusqey snitaurazé]5 I 
RE oe 
Joy, | eZ | oT | TyezZ | 1071y, | [eZ 
e z ce ape eouopiiodesjzut SNITA So sunJatstun : 

usdeL OF uasel 0Z uadel ZI -uasny-usyo I Re : am sae PR ae rag ed oN 

ora mer, ake | absiaqoeseaye sod unjpueyeqioA} inz snitq | yonsia, 


yoru 1041, 


nner nnn en nr  Ssssssnssnssannnnnnannnanns 
‘USYOUTIMYOSII| INF SMITAQUTOOVA WOA UazyeYyoS 


“uasiq UspusroIsIUNUIUT oIp jne pAYapreUIOY *Mzq [OUSYq PU Sun[~pueysqio, sepo UsULTEMIZ UOA ssnyuIq 


328 W. A. Collier, 


tinine hervor, das mit Formaldehyd behandelte schon nach 12 
Tagen; diese zeigten aber schon nach 20 Tagen deutlich eine Ver- 
minderung. Das mit Phenol behandelte Virus immunisierte etwas 
schwacher als das unbehandelte, das mit Formaldehyd behandelte 
zwar deutlich schwacher, aber es immunisierte dech. 


UEBERSICHT UBER DIE LITERATUR. 


Bei Kindern sah JANSON (15) nach Verimpfung von erhitzter 
Lymphe praktisch keine Immunitat auftreten. Zu vollig negativen 
Resultaten kam spater GASTINEL (7). TOMARKIN und SuAREz (30) 
sahen weder das Auftreten von Hautimmunitat noch von Anti- 
kérpern. Auch GrotH (10), der mit Vaccine arbeitete, die bei 56°C. 
sicher abget6tet war, sah keinerlei Immunitat auftreten, gleich ob 
die Immunisierung intracutan, subcutan oder intravenés erfolgte. 

Diesen negativen Befunden stehen sehr viele positive gegentiber. 
So erhielten Kraus und Vorx (19) am Affen und Siprre (29) am 
Kaninchen mit auf 58° C. erwarmter Vaccine Immunitaét. Nachdem 
KNOEPFELMACHER (17) mit gleichfalls auf 58° C. erwarmter Vaccine 
eine starke und sogar mit auf 70° C. erhitzter Vaccine in grossen 
Mengen eine geringe Immunitat erzeugt hatte, stellte HENSEVAL (11) 
fest, dass sich Vaccinevirus in der Verdiinnung von 1/100 nach 
Erwarmen auf 50° C. als stark abgeschwacht und nach Erwarmen 
auf 58—60 C°. als unwirksam erwies. Wurde aber dieses auf 
58—60° C. erwarmte Virus intravenGs injiziert, ¢o zeigte sich noch 
deutliche Hautimmunitat, die allerdings variierte. Wurde auf 70° C. 
erhitzte Vaccine intravenés injiziert, so bildete sich keine Hautim- 
munitat mehr aus. Spater zeigten LEvADITI und NIcoLau (20), 
dass Neurolapine durch 1 Stunde langes Erwarmen auf 55° C. 
nicht ihre antigene Fahigkeit einbiisst. Auch Guns (8) erhielt 
schwache aber deutliche Immunitat. Nach MuRATA (22) erzeugte 
1 Stunde auf 60° C. erwarmte Vaccine noch neutralisierende Anti- 
stoffe, gleichgiiltig ob sie cutan, subcutan oder intraperitoneal an- 
gewandt wurde. Die Hautimmunitat der Tiere war aber gering und 
zeigte keine Parallelitat mit der Blutimmunitat. Demgegenitiber er- 
zeugte schwache aber lebende Lymphe sowohl Blut- wie Hautim- 
munitat. Im gleichen Jahre wies auch NEESER (24) auf die Bedeu- 
tung der vitalen Funktion des Vaccineérregers hin. Mit 0,01 ccm 
virulenter Lymphe erzeugte er beim Kaninchen véllige Immunitat 
gegen Nachimpfung mit 1,0 ccm‘unverdiinnter Lymphe. Dies gelang 
aber nicht mit 4 ccm abgetéteter Lymphe, also der 400-fachen 
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Dosis. Sehr genau untersuchte GorRDON (9) den Einfluss des Er- 
warmens auf den Immunisierungswert des Vaccinevirus. 30 Minuten 
auf 55° C. erwarmtes Virus immunisierte in der Menge von 200 
Milligramm in gleicher Weise nach subkutaner, intracutaner oder 
trachealer Einverleibung. Auf 63° C. erwarmtes Virus immunisierte 
deutlich schwacher, aber 100° C. zerstérte die immunisierende 
Fahigkeit vollkommen. Im gleichen Jahre immunisierte BELIN (1) 
Meerschweinchen erfolgreich mit auf 60° C. erwarmter Lymphe. 
Luric (21) traufelte auf 56° C. erwarmte Lymphe entweder in den 
Conjunctivalsack oder verrieb sie auf der scarifizierten Cornea. 
Auch eine mehrmalige derartige Vorbehandlung erzeugte keine 
Immunitat. Demgegeniiber bestatigten aber spater eine ganze 
Reihe von Autoren, dass auf 56—60° C. erwarmtes Vaccinevirus in 
seiner Immunisierungsfahigkeit nicht zerstért, sondern héchstens 
abgeschwacht wird, so u.a., Hunt und Fark (13), Kraus (18), 
BROKMAN, BussEL und MAyzner (5), BLanp (4), KLIGLER und 
BERNKOPF (16) und BERNKoPF und KLIGLER (2). Nach VERLINDE 
(32) erzeugt auf 70° C. erhitzte Neurolapine noch schwache Haut- 
und humorale Immunitat. 

Interessant sind die Angaben von SANDER (28), dass nach Er- 
hitzen auf 60—100° C. Hodenlapine noch deutliche Immunitat er- 
zeugte. Schon TorRIKATA (31) hatte angegeben, mit gekochter 
Vaccine Immunitat hervorgerufen zu haben. NAKAGAWA (23) unter- 
suchte diese Frage genauer und fand, dass gekochte Vaccine in ge- 
ntigender Menge nach intravendser Injektion vollstandige Immu- 
nitat gegen jeden beliebigen Infektionsmodus zustande bringt. Bei 
geringerer Dosierung ist auch die Immunitat entsprechend geringer. 
Bei subkutaner Injektion von gekochtem Material sind noch grés- 
sere Dosen nétig. Auch nach Immunisierung mit gekochter Vaccine 
bildeten sich praezipitierende und neutralisierende Antistoffe. 
NAKAGAWA weist ferner darauf hin, dass auch gekochtes Variola- 
virus nach intratestikularer Injektion die Testes immunisiert, auch 
die Cornea lasst sich damit immunisieren. 

Mit Phenol behandeltes Virus ist nach BIGLIERI (3) unbrauchbar 
fiir die Immunisierung von Kaninchen. Demgegentiber berichten 
GorDon (9), Kraus (18) und BLanp (4) von positiven Resultaten. 

Mit Formaldehyd behandeltes Vaccinevirus ist nach von HiL- 
GERS (12) unzuverlassig, nach Hunt und VaLx (13), Kraus (18), 
CralGIE (6), KLIGLER und BEernkopF (16), BERNKOPF und KLI- 
GLER (2) und WEIL und GALL (33) aber brauchbar. Nach RAMON und 
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Mitarbeiter (25, 26, 27) kann formolbehandeltes Vaccinevirus zwar 
seine Wirkung verlieren, sein immunisierendes Vermégen aber be- 
halten. Sowohl IwANorFF (14) als auch BLAND (4) weisen auf die 
leichtere _Immunisierbarkeit von Meerschweinchen mit formolini- 
siertem Material im Gegensatz zu Kaninchen hin. 


Zusammenfassung. 


Auf 56° C. erwarmtes Vaccinevirus erzeugt beim Meerschweinchen 
Antihaemagglutinine, die nur wenig schwacher sind, als die durch 
lebendes Virus erzeugte. Erwarmen auf 63° C. und selbst auf 100° C. 
schwacht wohl die immunisierende Fahigkeit, hebt sie aber keines- 
wegs vollig auf. Auch Behandlung mit Phenol oder Formaldehyd 
(5 Tage bei 4° C.) wirkt nur abschwachend. 


Ln errata 
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KLIGLErR, Centralbl. f. Bakt. I. 139, 405, 1937. — 3. R. BiGLiert, C. R. Soc. 
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(Aus dem Institut Pasteur, Bandung, Indonesia). 


HAEMAGGLUTINATION DURCH POCKENVIRUS 


12. Die Erzeugung von Antihaemagglutininen durch Variolavirus und 
Vaccinevirus 1) 


von 


W. A. COLLIER und F. H. MEIJER 
(Eingegangen am 20 Juni 1950). 


Es ist eine in der Literatur immer wieder auftretende Angabe, 
dass Variolavirus schlechter immunisiert als Vaccirevirus. Das 
Vaccinevirus stammt aber — wie man als gesichert annehmen 
darf — vom Variolavirus ab und stellt demnach eine Variante oder 
wie man jetzt vielfach falschlich zu sagen geneigt ist, eine ,,Mu- 
tante’’ dar. Fiir den Menschen hat sich seine Virulenz sehr deutlich 
vermindert. Wenn es aber besser immunisieren kénnte, als das ur- 
spriingliche Variolavirus, dann miisste es dadurch auch positive 
Eigenschaften gewonnen haben. In der Regel aber handelt es sich 
bei Virus-,,Mutanten’”’ um Verlust-Mutanten. Somit miisste 
entweder die Behauptung der schlechteren Immunisierungsfahig- 
keit des Variolavirus nicht zutreffen oder aber es miisste sich um 
andere Faktoren handeln, die ausserhalb des Virus selbst liegen und 
dieses verhindern, seine volle immunisierende Kraft zur Auswir- 
kung kommen zu lassen. 

Nachfolgend sei iiber Versuche berichtet, welche diese Frage be- 
leuchten sollen. 


METHODIK. 

Variolavirus. 

Das benutzte Virus stammt aus den frischen Blasen eines Pa- 
tienten. 

Vaccinevirus. 

Benutzt wurde Karbouwenvirus, das 3 Tage nach Impfung ge- 


2) Mitteilung 11: Antonie van Leeuwenhoek 16, 325, 1950. 
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wonnen war. Mit einer Ausnahme wurde stets Rohpulpa gebraucht. 
Beide Virusse wurden 20 Minuten lang auf 56° C. erwarmt, um 
gleichmassige Verhaltnisse zu schaffen. Durch das kurze Erwarmen 
wird die immunisierende Fahigkeit von Vaccinevirus nur unwesent- 
lich geschwacht. 


Weetlesal C licte fe 

Zur Immunisierung wurden bunte Ratten, Meerschweinchen und 
Kaninchen gebraucht. Die Immunisierung erfolgte durch einmalige 
intraperitoneale Injektion verschiedener Viruskonzentrationen. 


Titration der Antihaemagelutinine. 


Zu diesem Zweck wurden die Ratten entblutet, von den Meer- 
schweinchen und Kaninchen wurde Blut aus dem Herzen oder Ohr 
abgenommen. Das inaktivierte Serum wurde auf seine neutralisie- 
rende Fahigkeit gegen die doppelt agglutinierende Dosis von Kar- 
bouwen-Vaccine gepriift, wobei genau die friiher mitgeteilte Technik 
befolgt wurde. In den Tabellen ist stets der reziproke Wert der 
Titer angegeben. Meistenfalls ist nur der Durchschnitt von ver- 
schiedenen Tieren der gleichen Gruppe angegeben. 


Immuntsierung mit=neutralisiertem Virts. 


Die gebrauchten Antisera stammen von Variola-Kranken, und 
vom vaccine-immunisierten Affen oder Kaninchen. Gleiche Teile 
Virus und Immunserum in verschiedenen Verdiinnungen wurden 
gemischt und insofern nicht anders angegeben nach 2 Stunden 
langer Bindung bei 37° C. und danach 22 Stunden Aufbewahren im 
Fisschrank bei 4° C. intraperitoneal injiziert. 


BESPRECHUNG DER VERSUCHE. 


a. Immunisierung mit Variolavirus und Vaccinevirus. 

Es handelte sich zundachst darum festzustellen, ob in der Tat 
Variolavirus weniger gut immunisierte als Vaccinevirus und zwar, 
ob es weniger Antihaemagglutinine erzeugte als letzteres. 

Zu diesem Zweck wurden 2 Serien bunter Ratten mit erwarmtem 
Variolavirus in der Verdiinnung von 1/10 bzw. 1/100 intraperitoneal 
injiziert und 2 weitere Serien mit erwarmtem Vaccinevirus in den 
gleichen Verdiinnungen. Nach je 12 und 17 Tagen wurde ungefahr 
die Halfte jeder Serie entblutet, und die Antihaemagglutinine im- 
Serum wurden bestimmt. Die Ergebnisse sind der Tabelle 1 zusam 
mengestellt. 
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In ihr sind die Titer der einzelnen Tiere wiedergegeben. Bei den 
mit Variolavirus immunisierten Ratten liegen die Titer meistens 
unter 1/10, das Maximum ist 1/40. Die Durchschnittstiter betragen 
1/6, 1/7, 1/4 und 1/2. Demgegeniiber erreichen die Titer nach Im- 
munisierung mit Vaccine gelegentlich den hohen Einzelwert von 
1/5120, und die Durchschnittstiter liegen bei 1/3680, 1/695, 1/1200 
und 1/1408. Man bekommt aus diesem Versuch deutlich den Ein- 
druck, dass Vaccinevirus besser immunisierend wirkt als Variola- 
virus. 

Genau die gleiche Versuchsanordung wurde bei Meerschweinchen 
angewandt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 2 zusammengestellt. 

Die Befunde decken sich mit den Versuchen an Ratten. Nach 
einer Beobachtungszeit von 47 Tagen wurden alle noch lebenden 
Meerschweinchen nebst einigen Kontrolltieren mit einer sehr nie- 
drigen Dosis Vaccine, 0,5 ccm 1/1000, intraperitoneal nachinfiziert, 
und nach 6, 11 und 15 Tagen wurden wieder die Antihaemagglu- 
tinine bestimmt. 

In friiheren Versuchen von COLLIER und MEIJER hatte sich ge- 
zeigt, dass bei Meerschweinchen nach Revaccination ein stark ge- 
sunkener oder verschwundener Antihaemagglutinin-Titer im Ver- 
gleich mit nicht vorimmunisierten Tieren stark ansteigt. Das 
gleiche zeigte sich auch hier. Die mit Vaccine vorbehandelten Tiere 
wiesen schon am 6. Tage einen relativ hohen Titer auf, die mit 
Variolavirus vorbehandelten dagegen nur Werte, die von denen der 
Kontrolltiere kaum abwichen. Die mit Variolavirus vorbehandelten 
Tiere verhielten sich also ungefahr so wie Normaltiere. 

Schliesslich wurden noch Kaninchen in analoger Weise immuni- 
siert. Je 5 Tiere wurden mit Variolavirus 1/10 bzw. 1/100 und je 5 
weitere Tiere mit Vaccinevirus 1/10 bzw. 1/100 immunisiert. Die 
Entwicklung der Antihaemagglutinine ist in Tabelle 3 zusammen- 
gestellt. Weiterhin wurden je 10 Kaninchen mit Variolavirus bzw. 
Vaccinevirus in der Verdiinnung 1/30 immunisiert. Die Entwicklung 
der Antihaemagglutinine dieser Tiere ist in Tabelle 4 zusammenge- 
fasst. 

In beiden Fallen zeigte sich, dass Variolavirus auch hier wieder 
viel weniger Antihaemagglutinine erzeugte als Vaccinevirus. Im 
Vergleich mit den Versuchen am Meerschweinchen und bei der 
Ratte reagierte aber doch das Kaninchen wesentlich besser auf 
Variolavirus, denn es wurden Einzeltiter erreicht, die bis 1/1280 
gingen. Dies ist ein Beweis, dass in dem Blaseninhalt auf jeden 
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Fall ausreichend immunisierendes Virus vorhanden war. Das Vacci- 
nevirus erzeugte demgegeniiber aber doch wesentlich hdhere Werte, 
denn es wurden Einzeltiter bis 1/20.480 erreicht. Also auch beim 
Kaninchen erwies sich das Variolavirus beziiglich seiner Fahigkeit, 
Antihaemagglutinine zu erzeugen, dem Vaccinevirus deutlich unter- 
legen. 

Bei der Untersuchung des benutzten Variolavirus ergab sich, 
dass es nicht imstande war Hiihnerblut zu agglutinieren. Dies 
stimmte damit tiberein, dass die eingetrockneten Krusten von einer 
ganzen Reihe von Patienten gleichfalls keine Haemagglutination 
hervorriefen. Vielmehr ergab sich, dass das Variolavirus imstande 
war, die Haemagglutination von Karbouwenvaccine bis zur Ver- 
diinnung von 1/160 véllig zu hemmen. Das Serum des Patienten, 
von dem das Virus stammte, hemmte die Haemagglutination bis 
zur Verdiinnung von 1/6400. Theoretisch war ja zu erwarten, dass 
der Inhalt der frischen Blasen nicht nur Virus, sondern auch die 
Antihaemagglutinine des Serums befasste. Da aber der Titer des 
Blaseninhaltes viel niedriger lag und ausserdem das Virus seiner- 
seits nicht imstande war, Haemagglutination herzorzurufen, lag es 
nahe, an eine Bindung zwischen Virus und Antihaemagglutinin zu 
denken, wobei das Virus deutlich tiberneutralisiert war. Eine der- 
artige Ueberneutralisierung wiirde einerseits die Unfahigkeit des 
Virus, Hiihnerblut zu agglutinieren erklarcn, andererseits aber auch 
den niedrigeren Titer des Blaseninhaltes im Vergleich mit dem 
Serumtiter des Patienten. Man konnte aber weiterhin als Arbeits- 
hypothese annehmen, dass diese Bindung zwischen Virus und Anti- 
serum méglicherweise die Ursache war fiir die deutlich schlechteren 
Immunisierungsfahigkeit des Variolavirus. 

Es erhob sich nun die Frage, ob die gleiche Erscheinung auch bei 
Vaccinevirus eintrat, wenn es mit Antistoffen gebunden wurde. 
Wenn die gute immunisierende Fahigkeit von Vaccinevirus unter 
Einfluss von Antistoffen ebenfalls deutlich verminderte, dann war 
eine logische Erklarung der scheinbar viel schlechteren Immunisie- 
rungsfahigkeit des Variolavirus gegeben. Zu diesem Zwecke wurde 
eine Reihe von Versuchen angestellt. 


b. Immunisierung mit neutralisiertem Vaccinevirus. 

Vier Serien bunter Ratten wurden intraperitoneal mit 1,0 ccm 
Rohpulpa 1/100 immunisiert. Die erste Serie erhielt Virus gemengt 
mit Kaninchenantiserum vom Antihaemagglutinin-Endtiter von 
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1/640, das eine Stunde bei 37° C. und 23 Stunden bei 4° C. gehalten 
war. Die 2. Serie erhielt die gleiche Menge Antiserum 24 Stunden 
vor der Infektion. Die 3. Serie erhielt nur das Virus, und die 4. 
Serie nur das Antiserum, um festzustellen, ob eine langer dauernde 
passive Immunitat nachweisbar ware. Nach 13 Tagen wurden die 
Tiere entblutet, und die Antihaemagglutinine wurden bestimmt. 
Die Befunde sind in Tabelle 5 zusammengestellt. Von den Ratten 
sind die Einzeltiter und ebenso die Durchschnittswerte angegeben. 

Es zeigt sich hierbei deutlich, dass die nur mit Virus vorbehan- 
delten Tiere hohe Titer von 1/1280—1/2560 entwickelt haben. Die 
mit Virus und Serum gleichzeitig und die mit Antiserum vorher 
behandelten Ratten, aber auch die nur mit Antiserum injizierten 
Tiere, weisen entweder Titer unter 1/10 cder maximal von 1/10 auf.. 
Bei bunten Ratten ist also iiberneutralisiertes Vaccinevirus nicht 
imstande, nennenswerte Antihaemagglutinine aufzuwecken. 

Sehr instruktiv sind auch die Versuche am Meerschweinchen. 
Zuerst wurden 9 Gruppen von je 5 Meerschweinchen mit auf 56° C. 
erwarmter Rohpulpa immunisiert, die mit verschiedenen Dosen von 
Vaccineantiserum vom Affen oder Kaninchen gemengt war. Die 
Kontrolle wurde mit der gleichen Menge Kochsalzlésung gemischt 
und wie die Serumgemische 2 Stunden bei 37° C. und 20 Stunden 
bei 4° C. gehalten. Nach 12, 17, 22 und 27 Tagen wurden die Blut- 
titer bestimmt. 

Die Befunde sind in der Tabelle 6 zusammengestellt und ergeben 
deutlich, dass die nur mit Virus behandelten Tiere durchaus be- 
friedigende Titer entwickelt, hatten. Alle mit Antiserum und Virus 
immunisierten Tiere zeigten demgegentiber niedrigere Titer, die in 
den beiden Serien mit den starksten Serumkonzentrationen ganz 
besonders niedrig waren. Wenn auch die Ergebnisse beim Meer- 
schweinchen nicht so starke Kontraste zeigen wie bei den Ratten, 
so ist doch auch hier eindeutig zu erkennen, dass durch das Anti- 
serum die Antihaemagglutinin bildende Fahigkeit des Virus stark 
gehemmt wird. 

Genau das gleiche zeigt sich, wenn lebendes Glyzerinvirus be- 
nutzt wird. 3 Gruppen von Meerschweinchen wurden mit 1,0 ccm 
1/20 Glyzerinvirus mit Antiserum von Affen bzw. Kaninchen oder 
nur mit Kochsalzlésung gemischt intraperitoneal immunisiert. 
Daneben wurden 3 andere Gruppen mit der sehr niedrigen Dosis 
von 1,0 ccm 1/2000 Glyzerinvirus immunisiert, das mit sehr stark 
verdiinntem Antiserum vom Kaninchen und mit Antiserum von 
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Perkututs (Indonesische Grundtaube, Geopelia striata) neutralisiert 
war. Perkututs liefern nach intramuskularer _Immunisierung nur 
sehr schwache Antisera. Nach 9, 15, 22 und 28 Tagen wurden die 
Meerschweinchen untersucht, und die Befunde sind in der Tabelle 7 
zusammengefasst. 

Sehr deutlich sind die Unterschiede bei den mit der hohen Virus- 
dosis immunisierten Tieren, wo das zugefiigte Antiserum sehr stark 
die Antihaemagglutininbildung hemmt. Nicht so deutlich, aber er- 
kennbar ist der Serumeinfluss auf die Immunisierung mit der ge- 
ringen Virusdosis, wenn man bedenkt, dass auch die Konzentration 
der Antisera sehr schwach war. 

Schliesslich sei noch ein Versuch am Meerschweinchen mitgeteilt, 
bei dem je eine Serie mit Antiserum vom Kaninchen und ohne Anti- 
serum immunisiert wurde. Verglichen wurde hierbei die Immuni- 
sierung mit lebender, mit auf 56° C. und auf 63° C. erwarmter 
Rohpulpa. Die Tiere wurden nach 11, 17, 22 und 29 Tagen unter- 
sucht, und die Befunde sind in Tabelle 8 zusammengestellt. 

Besonders nach 22 und 29 Tagen zeigt sich wieder der gleiche 
hemmende Einfluss des Antiserums auf die Antihaemagglutinin- 
bildung, sowohl bei Injektion des lebenden wie des auf 56° C. er- 
warmten Virus. Demgegentiber aber ist dies nicht der Fall bei dem 
auf 63° C. erwarmten Virus. Am 17. Tage zeigt sich zwar ein ge- 
wisser Unterschied, der danach aber wieder verwischt wird. 

Sehr deutlich sind wieder die Befunde am Kaninchen. Gruppen 
von 3 oder 5 Kaninchen wurden mit lebender Rohpulpa immuni- 
siert. Diese wurde mit einem sehr hochwertigen Variolaserum 
(Titer 1/16.000) gemischt und danach direkt, oder nach 15 Minuten 
bei 37° C., oder 2 Stunden bei 37° C., oder 2 Stunden bei 37° C. und 
danach 22 Stunden bei 4° C., oder getrennt (Serum | Stunde vor 
Virus) intraperitoneal injiziert. Bei einer weiteren Gruppe von 
Tieren wurde ein hochwertiges Antiserum vom Kaninchen (Titer 
1/8000) benutzt. Bei der Kontrollgruppe schliesslich wurde das 
Virus mit Kochsalzlésung verdiinnt und gleichfalls 2 Stunden bei 
37° C. und danach 22 Stunden bei 4° C. bewahrt. Die Tiere wurden 
nach 5, 9, 13, 16, 20, 23, 28 und 34 Tagen untersucht. Die Befunde 
sind in Tabelle 9 zusammengestellt. 

Es zeigt sich hier, dass die Gemische des Virus mit Antiserum 
eindeutig Antihaemagglutinine zur Ausbildung bringen. Vergleicht 
man damit aber die Titer, die bei den Kontrolltieren erreicht wer- 
den, dann zeigt sich genau der gleiche grosse Unterschied wie bei 
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Meerschweinchen. Am 16 Tage beispielsweise betragt der Durch- 
schnittstiter bei den Kontrollen 1 /22.728(Einzeltiter bis zu 1/40.960!), 
wahrend die Durchschnittstiter bei den anderen Tiergruppen 
maximal bis 1/1280 gehen. Virus allein immunisiert also 17-mal so 
stark wie durch Antiserum neutralisiertes Virus. 

Aus allen diesen mitgeteilten Versuchen geht also eindeutig 
hervor, dass bei der bunten Ratte, dem Meerschweinchen und dem 
Kaninchen die Immunisierung mit neutralisiertem Vaccinevirus 
einen deutlich hemmenden Einfluss auf die Bildung von Anti- 
haemagglutininen austibt. Die Immunisierung mit neutralisierter 
Vaccine ist vollkommen in Parallele zu setzen mit der Immuni- 
sierung mit Blaseninhalt vom Variolapatienten. 

Meerschweinchen und Kaninchen sind anscheinend richt im- 
stande, die Bindung zwischen Virus und Antiserum weitgehend zu 
lésen, die bunte Ratte scheint garnicht dazu imstande zu sein. Die 
beiden erstgenannten Tierarten bilden Antihaemagglutinine aus, 
wenn auch in geringem Masse, die Ratte aber fast gar nicht. Ganz 
anders verhalt sich die weisse Maus. Leider standen uns nur sehr 
wenig weisse Mause zur Verfiigung, aber zwei kleine Versuchsserien 
‘sind doch mitteilenswert. Die Tiere wurden unter Zufiigung von 
Variolaserum oder Vaccineantiserum vom Affen oder Kaninchen 
immunisiert. Nach 13 bzw. 15 Tagen wurden die Tiere entblutet, 
und die Antihaemagglutinine wurden bestimmt. Die Befunde finden 
sich in Tabelle 10 zusammengestellt. 

Es geht deutlich daraus hervor, dass die weisse Maus sich anders 
verhalt als Ratte, Meerschweinchen oder Kaninchen. Zwischen der 
Immunisierung mit Vaccinevirus und mit neutralisiertem Vacci- 
nevirus zeigen sich keineswegs die grossen Unterschiede, die bei den 
anderen Versuchstieren zu sehen sind. Die weisse Maus ist an- 
scheinend imstande, die Bindung zwischen Virus und Antiserum 
viel leichter aufzuldsen, als dies die anderen Tiere kénnen. 

Wenn man nun annehmen will, dass die scheinbar schlechtere 
Immunisierungsfahigkeit des Variolavirus darauf zurtickzufiihren 
ist, dass beim Variolapatienten in der Eruptionsperiode meistens 
schon reichlich Antistoffe vorhanden sind, so sprechen die eben ge- 
schilderten Versuche deutlich dafiir. 

Schliesslich sei noch ein Versuch mitgeteilt, der gleichfalls fiir die 
Richtigkeit dieser Annahme spricht. Vier Kaninchen wurden je auf 
der einen Seite auf einer Oberflache von ca. 200 cm? durch Haut- 
impfung vacciniert. Nach 4, 5, 7 und 9 Tagen wurde je ein Tier 
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getétet. Vor Beginn des Versuches und nach der Tétung wurde 
der Serumtiter bestimmt. Weiterhin wurde mit der geernteten 
Pulpa Hiihnerblut agglutiniert. Schliesslich wurden mit 0,5 ccm 
1/25 der lebenden Pulpa je 10 Meerschweinchen intraperitoneal 
immunisiert. Die Befunde sind in Tabelle 11 zusammengestellt. 

Es zeigt sich, dass das am spatesten get6tete Kaninchen auch den 
héchsten Bluttiter aufweist, dass aber entgegengesetzt dazu die 
haemagglutinierende Fahigkeit der Pulpa geringer wird. Wird nun 
die Pulpa zur Immunisierung von Meerschweinchen benutzt, so 
zeigt sich sehr deutlich, dass die 4 Tage alte Pulpa die besten Re- 
sultate ergibt, die 5 Tage und 7 Tage alte Pulpa wirkt schon wesent- 
lich schwacher. Die 9 Tage alte Pulpa immunisiert aber praktisch 
garnicht mehr. Auch aus diesem Versuch wird also deutlich, dass 
mit steigenden Antistoffwerten im Blute die Fahigkeit des Virus 
abnimmt, Antihaemagglutinine zu erzeugen. 


BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE. 


Es ist eine ziemlich allgemeine Auffassung, dass Variola weniger 
gut immunisierend wirkt als Vaccine. So kam beispielsweise Gor- 
DON (5) nach Versuchen am Affen zu dem Schluss, dass Vaccine 
besser gegen Variola immunisiert, als Variola gegen Vaccine. Auch 
das Kaninchen kann nach ihm durch subkutane Injektion von 
frischem Variolamaterial nur ganz unbedeutend gegen Vaccine im- 
munisiert werden. Diese Angaben GORDON’s wurden in den hier 
mitgeteilten Versuchen prinzipiell vcllkcmmen bestatigt, wenn 
auch GoRDON die Immunitat durch Nachimpfung feststellte, 
wahrend hier die Ausbildung von Antihaemagglutininen gegen 
Vaccinevirus als Masstab gewahlt wurde. Diese ist nach Immunisie- 
rung mit Variolavirus ganz erheblich schlechter als nach Immuni- 
sierung mit Vaccinevirus. 

Bei der vergleichenden Immunisierung mit Variolavircs und 
Vaccinevirus wurde das Material 20 Minuten lang auf 56° C. er- 
warmt. Dics geschah im Hinbliek auf die Erzielung von vergl:ich- 
baren Werten. Wird lebendes Virus zur Immunisierung gebraucht, 
so wirkt nicht nur die eingebrachte Virusmenge immunisierend, 
sondern da es zu einer Vermehrung des Virus kommt, auch. die 
neugebildete Virusmenge. Das Vaccinevirus ist nun gut imstande, 
sich im Kaninchen und Meerschweinchen zu vermehren, das frische 
Variolavirus dagegen ist nicht ohne Schwierigkeiten an diese Tiere 
anzupassen. Wenn eine Anpassung gegltickt ist, so handelt es sich 
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aber nicht mehr um das urspriingliche Variolavirus, sondern schon 
um mehr oder weniger umgebildetes Vaccinevirus. Waren die Ver- 
suche also mit lebendem Virus angestellt, so hatte das Vaccinevirus 
alle Méglichkeit sich zu vermehren, das Variolavirus aber nicht. Die 
Versuche waren also nicht vergleichsfahig. Das Erwarmen der 
beiden Virusarten erméglicht es aber, sie als Antigen und nicht in 
ihrer Eigenschaft als Virus zu injizieren. Von einer Benutzung 
lebenden Variolavirus vom Affen wurde deswegen abgesehen, weil 
bereits nach einer einzigen Affenpassage das Variolavirus so ver- 
andert sein kann, dass es beim Kalb typische Vaccinelasionen her- 
vorruft. 

Bei den weiteren Versuchen zeigte sich eine vollkommene Ana- 
logie zwischen der schlechteren Immunisierungsfahigkeit des Vario- 
lavirus und der schlechteren Immunisierungsfahigkeit des durch 
Antiserum neutralisierten Vaccinevirus. 

Eine Immunisierung mit Gemischen von Virus und Antiserum 
wird in der Veterinarmedizin gelegentlich mit sehr gutem Erfolg 
angewandt, so vor allem bei der Immunisierung gegen Virusschwei- 
nepest. Interessant ist auch die Beobachtung von Nocucui (7), 
dass neutralisiertes und sogar 10-fach iiberneutralisiertes Virus 
vom ,,Rocky Mountains Spotted Fever’’ gut immunisierend wirkt, 
auch noch nach 20 Minuten langem Erwarmen auf 50—66° C. 

Auch ein Gemisch von Toxin und Antitoxin hat eine immunisie- 
rende Wirkung. Von derartigen Gemischen wurde wahrend langerer 
Zeit praktisch mit gutem Erfolg Gebrauch gemacht. Massgebend 
war hier die absolute Giftmenge. Die Bindung wurde im K6rper 
wieder aufgespalten, wobei das Toxin in unterschwelligen Dosen 
frei kam und seinen immunisierenden Reiz austiben konnte. 

Vom Vaccinevirus ist bekannt, dass Gemische von Virus und 
Antiserum, die intracutan nicht mehr infektids sind, doch nach in- 
tracutaner, subcutaner, intracerebraler oder nasaler Einverleibung 
nach den Angaben von CRAIGIE und TULLOCH (2), FINDLAY und 
HINDLE (4), Ruoaps (8), FAIRBROTHER (3) und IGucuI (6) immuni- 
sierend wirken kénnen. Besonders interessant sind aber die Angaben 
von Yaotr (9), der die Kombination von aktiver und passiver Im- 
munisierung gegen Pocken besonders empfiehlt. Hierbei tritt nach 
seinen Versuchen die Immunitat viel schneller ein, als nach alleini- 
ger aktiver Immunisierung. Ist indessen Antiserum im Ueberschuss 
vorhanden, so wird ganz im Gegenteil die Immunisierung weit- 
gehend gehemmt. 
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Diese schon von YAot beobachtete Hemmung tritt nun in allen 
den hier mitgeteilten Versuchen sehr deutlich zutage. 

Beachtenswert ist das verschiedene Verhalten der einzelnen 
Tierarten beziiglich der Immunisierungsfahigkeit mit neutralisierter 
Vaccine. Die bunte Ratte ist anscheinend fast vollkommen unfahig 
Antiserum vom Virus zu trennen, sodass praktisch keine Anti- 
haemagglutinine gebildet werden kénnen. Das Meerschweinchen 
scheint etwas besser geeignet zu sein, eine teilweise Trennung der 
beiden Komponenten im K6rper durchzufihren, wesentlich besser 
aber noch das Kaninchen. Ganz abweichend diirfte sich die Maus 
verhalten. In ihr scheint sich die Aufspaltung in die beiden Kompo- 
nenten sehr leicht zu vollziehen, denn der Unterschied in der Im- 
munisierungsfahigkeit zwischen Virus allein und neutralisiertem 
Virus ist kaum nennenswert. 

Genau die gleichen Verhaltnisse bei Ratte, Meerschweinchen und 
Kaninchen zeigen sich aueh bei der Immunisierung mit Vario- 
lavirus, und es ist sehr bedauerlich, dass wegen Mausemangels hier- 
mit keine Versuche bei diesen Tieren durchgefitihrt werden konnten. 

Interessant ist weiterhin die Beobachtung, dass lebendes und auf 
56° C. erwarmtes Virus anscheinend die gleiche Bindungsfahigkeit 
dem Antiserum gegentiber besitzen. In beiden Fallen immunisiert 
das an Antiserum gebundene Virus viel schlechter als das Virus 
allein. Dem steht deutlich gegentiber, dass auf 63° C. erwarmtes 
Virus sowohl allein als auch in Verbindung mit Antiserum ungefahr 
den gleichen Immunisierungseffekt austibt. Das Vorhandensein des 
Serum hat hier keinen Einfluss auf die Bildung von Antihaemag- 
glutininen. Entweder sind die Receptoren des Virus, mit denen das 
Serum sich verbindet, mehr oder weniger durch die Temperatur 
zerstért, oder aber die Bindung zwischen beiden ist so lose, dass im 
Tierkérper leicht eine Abtrennung méglich ist. 


Zusammenfassung. 


In Versuchen an bunten Ratten, Meerschweinchen und Kanin- 
chen ergab sich, dass Variolavirus vom Menschen ganz erheblich 
weniger Antihaemagglutinine erzeugen kann als Vaccinevirus. 

In gleicher Weise erzeugt an Immunserum gebundenes Vaccine- 
virus deutlich weniger Antihaemagglutinine als Vaccinevirus allein. 
Dies ist der Fall bei frischem und bei auf 56° C. erwarmtem Virus. 

Es wird daher angenommen, dass die anscheinend schlechtere 
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Immusierungsfahigkeit des Variolavirus auf das Vorhandensein von 
Antistoffen beim Patienten zuriickzufiihren ist, wodurch die im- 
munisierende Kraft des Variolavirus vermindert wird. 
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(Aus dem Institut Pasteur, Bandung, Indonesia). 


HAEMAGGLUTINATION DURCH POCKENVIRUS 


13. Tierversuche iiber den Einfluss der Revaccination !) 
von 


W. A. COLLIER and F. H. MEIJER 
(Eingegangen am 20 Juni 1950). 


Es ist eine bekannte Tatsache, dass nach Immunisierung mit 
Diphtherie- oder Tetanusanatoxin oder mit Typhus- und anderen 
Vaccins in der Regel eine ,,injection de rappelle’’ sehr schwach vor- 
handene oder sogar verschwundene Antistoffe zum sehr schnellen 
Anstieg anregen kann. Die Antistoffe liefernden Zellsysteme be- 
finden sich noch in einem Stadium von Bereitschaft, und im An- 
schluss an: die erneute Antigenzufuhr kommt es zu einer rapiden 
Ausbildung von neuen Antistoffen. 

Dem steht gegentiber, dass FELTON und OTTINGER (2), FELTON, 
PRESCOTT, KAUFMANN und OTTINGER (3) und FELTON (4) bei weissen 
Mausen durch bestimmte Immunisierung mit den Polysacchariden 
der Pneumokccken Typus I und II eine anscheinend lebenslange 
,immunologische Lahmung”’ erzeugten. 

Wahrend der in Indonesien herrschenden Pockenepidemie kam 
es nicht selten vor, dass die gleichen Personen sich 4—5 mal und 
haufiger immunisieren liessen. Gelegentlich wurde auch die Be- 
fiirchtung ausgesprochen, dass durch zu haufige Vaccination gerade 
eine besondere Empfanglichkeit fiir Pocken erzeugt werden k6nne. 

Es erschien darum wiinschenswert im Tierversuch einigermassen 
quantitativ zu untersuchen, wie die Antistoffbildung bei stark und 
bei schwach vor-immunisierten Tieren im Vergleich mit nicht vor- 
immunisierten Kontrollen verlief. Weiterhin war es interessant zu 
sehen, wie die Antistoffe sich bei wiederholt mit der gleichen Dosis 
immunisierten Tieren verhielten. 


1) Mitteilung 12: Antonie van Leeuwenhoek 16, 331, 1950. 
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TECHNIK. 
Untersuchte Antistoffe. 


Von den sich entwickelnden Antistoffen wurden ausschliesslich 
die Antihaemagglutinine untersucht und zwar nach der im Institut 
gebrauchlichen Methodik (vgl. CoLLIER und VAN THIEL (1): 


Versuchstiere. 


Als Versuchstiere wurden Meerschweinchen gewahlt, die zwecks 
gleichmassiger Dosierung intraperitoneal mit lebendem Vacci- 
nevirus immunisiert wurden. In verschiedenen Abstanden wurde 
den Tieren durch Herzpunktion Blut entnommen und nach In- 
aktivierung untersucht. 


Vaccinevirus. 


Als Virus diente Karbouwen-Rohpulpa, die nach 3 Tagen 
geerntet war und bei —15° C. bewahrt wurde. Direkt vor Gebrauch 
wurde eine 10%ige Suspension in physiologischer Kochsalzlésung 
hergestellt und 10 Minuten lang bei 2000 Touren zentrifugiert. Von 
dieser Konzentration ausgehend wurden die nétigen Verdiinnungen 
hergestellt. 


BESPRECHUNG DER VERSUCHE. 


Drei Serien von gleichmassig ca. 400 g schweren Meerschweinchen 
wurden verwendet. Die erste Serie wurde mit je 0,5 ccm einer 
Vaccineverdtinnung von 1/100 intraperitoneal vorbehandelt, die 
zweite Serie mit je 0,5 ccm einer Verdiinnung von 1/10.000, die 
dritte Serie blieb als Kontrolle unbehandelt. Nach einem Monat 
wurde von den vorbehandelten Meerschweinchen der Titer der vor- 
handenen Antihaemagglutinine bestimmt, nicht aber von den Kon- 
trolltieren, da normale Meerschweinchen des Instituts erfahrungs- 
gemass frei waren von unspezifischen Antihaemagglutininen. 

Jede der drei Serien wurde in 4 Gruppen verteilt. Die erste 
Gruppe wurde nunmehr mit je 0,5 ccm virus 1/10 intraperitoneal 
infiziert, die 2. Gruppe mit 0,5 ccm 1/100, die 3. Gruppe mit 
0,5 ccm 1/1.000 und die 4. Gruppe mit 0,5 ccm 1/10.000. 

Alle Tiere wurden nach 8, 14, 21, 30, 40 und 60 Tagen auf Anti- 
haemagglutinine untersucht. Von den Titerwerten der Tiere der 
gleichen Gruppe wurde der arithmetische Mittelwert berechnet und 
als reziproker Wert in die Tabelle 1 eingetragen. Dabei wurde die 
Anzahl der Tiere angegeben, von denen der Mittelwert berechnet 
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Tabelle 1. 


Reziproke Werte der Antihaemagglutinine von stark, schwach oder gar 
nicht vorimmunisierten Meerschweinchen, die 1 Monat spater sehr stark, 
stark, mdssig und schwach revacciniert sind. 
ne 


Infektions- Vor-Immunisation vor 1 Monat 0,5 ccm intraperitoneal 
dosis: 
0,5 ccm in- 1/100 | 1/10.000 Kontrollen 
traperito- 
neal Tage | Anzahl | Titer | Tage | Anzahl | Titer | Tage | Anzahl | Titer 
1/10 
(1. Gruppe) | Vor 8 200 | Vor 9 3| — —- = 
8 6 4693 8 4. 290 8 Si7nisl6o 
14 3 6827 | 14 4 3300 | 14 6 i 11738 
21 3 3840 | 21 4 625 | 21 5 1152 
30 3 747 | 30 2 | 400} 30 5 384 
40 3 240 40 2 240 40 5 160 
60 3 187} 60 2 120! 60 4 ' 160 
1/100 
(2. Gruppe) | Vor 13 |- 220.) Vor 14 3 | «— — i — 
8 13 3489 8 9 1009 8 14 !: 85 
14 ll 6982 14 7 3560 14 12 300 
21 10 1472 21 7 868 21 L2 eee 
30 9 346 | 30 7 120} 30 LIS Ses 96 
40 9 206 | 40 6 73 | 40 10;uh 92 
60 6 127 | 60 5 56 | 60 re ee 
1/1.000 
(3. Gruppe) | Vor 13 165 | Vor 18 2 mS 2 
8 11 1585 8 15 135 8 15 0 
14 9 1102; 14 15 198 | 14 15 48 
21 9 587 | 21 12 117} 21 13. {| 42 
30 7 125; 30 10 31} 30 12S 
40 7 97} 40 9 26} 40 12° res 
60 a 53} 60 9 8; 60 10 0 
1/10.000 | 
(4. Gruppe) | Vor 10 102 | Vor 5 4 — a — 
8 7 560 8 5 16 8 10 0 
| 14 6 906 | 14 5 64 14 9 [22 
teal 6 280; 21 5 18 21° 9 : 14 
| 30 5 44! 30 4 0 | 30 Vee? 
| 40 5 40| 40 4 0 | 40 a im. 
| 60 2 40| 60 3 0 | 60 7 0 
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worden war. Die Befunde sind in der Tabelle 1 zusammengefasst. 
Die darin aufgenommenen Titer stammen also von Tieren, die ent- 
weder stark oder schwach oder gar nicht vor-immunisiert waren. 
Die einen Monat spater benutzte Dosis fiir die Revaccination ist als 
sehr stark, stark, massig oder schwach zu bezeichnen. 

Aus der Tabelle ist zu ersehen, dass bei den mit 0,5 ccm 1/100 
vor-immunisierten Tieren vor der Revaccination noch recht er- 
hebliche Antihaemagglutinationswerte nachzuweisen waren, die 
zwischen 1/102—1/220 lagen, wahrend die mit 0,5 ccm 1/10.000 
vorbehandelten Tiere nur minimale Werte zwischen 3—4 aufwiesen. 

Sehr deutlich ergibt sich aus den Angaben der hohe Wert einer 
kraftigen Revaccinationsdosis, ganz besonders bei schwacher Erst- 
vaccination. Bereits nach 8 Tagen ist in der 1. und 2. Gruppe der 
stark vorimmunisierten Tiere eine Steigerung des Anfangstiters um 
das 23-fache bzw. 15-fache zu sehen und bei den schwach vor- 
immunisierten Tieren um das 96-fache bzw. 336-fache, wahrend in 
der 3. und 4. Gruppe nur eine Steigerung um das 9-fache bzw. 
5-fache und um das 45-fache bzw. 4-fache zu verzeichnen ist. Noch 
deutlicher werden die Unterschiede 14 Tage nach der Revaccination. 
Hier ist in der 1. und 2. Gruppe der stark vor-immunisierten Tiere 
eine Steigerung des Anfangtiters um das 34-fache bzw. 32-fache zu 
sehen und bei den schwach vor-immunisierten Tieren um das 
1100-fache bzw. 1186-fache, wahrend in der 3. und 4. Gruppe nur 
eine Steigerung um das 7-fache bzw. 9-fache und um das 66-fache 
bzw. 16-fache zu erkennen ist. 

Der Wert einer vorangehenden Immunisierung tiberhaupt ergibt 
sich ausserdem daraus, dass die Antistoffe schneller auftreten als 
bei den normalen Kontrolltieren. Dies wird vor allem deutlich in 
den 3. und 4. Gruppen. Hier sind 8 Tage nach der Revaccination 
die Kontrolltiere noch negativ, wahrend die nur schwach vor- 
immunisierten Tiere schon eindeutig Antihaemagglutinine aufweisen, 
in der 3. Gruppe sogar schon in‘der Hohe von 1/135. Ganz allgemein 
gilt auch, dass die absolute Héhe der Titer im ganzen Versuch bei 
den vorbehandelten Tieren in hdherem oder geringerem Grade stets 
hoher liegt, als die absoluten Titerwerte bei den Kontrolltieren. 

Der Wert einer starken Vor-Immunisierung ergibt sich ferner be- 
besonders dann, wenn man die absoluten Titerwerte der verschie- 
denen Gruppen als Ganzes miteinander vergleicht. Es ergibt sich 
daraus eindeutig die Ueberlegenheit einer starken Erst-Immunisa- 
tion und einer starken Revaccination. Der Deutlichkeit halber sind 
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Fig. 1. Reziproke Werte der Antihaemagglutinine von stark (I), schwach 
(II) oder gar nicht (III) vorimmunisierten Meerschweichen, die einen Monat 
spater sehr stark (Infektionsdosis 1/10) revacciniert sind. 
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Fig. 2. Reziproke Werte der Antihaemagglutinine von stark (I), schwach 
(II) oder gar nicht (III) vorimmunisierten Meerschweinchen, die einen Monat 
spater stark (Infektionsdosis 1/100) revacciniert sind. 
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die Werte der Antihaemagglutinine der 1. 2. und 3. Gruppe noch 
graphisch dargestellt in Figur 1, 2 und 3. 

In einer weiteren Versuchsserie wurde untersucht, ob wieder- 
holte schnell aufeinander folgende Immunisierungen giinstig auf den 
Verlauf der Antistoffbildung einwirkten. 

Zwei Serien von Meerschweinchen wurden in je zwei Gruppen 
von je 20 Tieren verteilt. In der ersten Serie wurde die erste Gruppe 
5-mal mit je 0,5 ccm einer Vaccineverdiinnung von 1/100 im Ab- 
stand von je einer Woche intraperitoneal immunisiert, wahrend die 
zweite Gruppe als Kontrolle nur einmal mit dieser Dosis behandelt 


Titer 


2000 


Fig. 3. Reziproke Werte der Antihaemagglutinine von stark (I), schwach 
(II) oder gar nicht (III) vorimmunisierten Meerschweinchen, die einen Monat 
spater massig (Infektionsdosis 1/1000) revacciniert sind. 


wurde. In der zweiten Serie wurde als Dosis 0,5 ccm einer Ver- 
diinnung von 1/10.000 gewahlt. Nach 8, 15, 22, 30, 36, 40, 46, 51 
und 58 Tagen wurde das Blut auf Haemagglutinine untersucht. Von 
jeder Gruppe wurde der Mittelwert der gefundenen Antihaemagglu- 
tinine berechnet. Die Werte sind in der Tabelle 2 zusammengestellt. 

Die Ergebnisse der beiden Serien stimmen insofern vollkommen 
tiberein, als in jedem Fall die wiederholte Vaccination die Anti- 
stoffbildung ganz erheblich steigert. Jede neue Vaccination fiihrt 
zu einem deutlichen Anwachsen der Antihaemagglutinine. In den 
beiden Kontrollreihen ist das Maximum der Antistoffe am 15. 
bzw. 22. Tage erreicht, in den beiden Versuchsreihen aber erst am 
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36. bzw. 40. Tage, also am 6. bzw. 10. Tage nach der letzten Vacci- 
nation. 

Am deutlichsten sieht man den Nutzen wiederholter Vaccination, 
wenn man die Maxima der Versuchs- und Kontrollgruppe in jeder 
Serie miteinander vergleicht. Bei der starken Vaccinationsdosis ist 
das Maximum der Antihaemagglutinine das 10-fache der Kontroll- 
serie, bei der schwachen Vaccinationsdosis sogar das 30-fache. 

Die praktische Schlussfolgerung, die man aus diesen Versuchen 
ziehen darf, ist vor allem diese, dass nicht nur fiir eine Erstvacci- 
nation, sondern auch fiir eine Revaccination ein méglichst hoch- 
virulenter Impfstoff zu benutzen ist. Eine Revaccination darf man 
als eine Art von ,,injection de rappelle’’ ansehen, wonach die Anti- 
stoffe im Blute besonders schnell wieder ansteigen. Schnell aufein- 
ander folgende Vaccinationen schwachen nicht das Immunisie- 
rungsvermégen, sondern kénnen auch beim Menschen zu hohen 
Titern der Antihaemagglutinine fihren, wenn der Gehalt an diesen 
im Blute niedrig ist. Nach den Erfahrungen am Menschen kann bei 
hohem Bluttiter allerdings nach einmaliger Revaccination der Titer 
konstant bleiben und nicht ansteigen. 


Zusammenfassung. 


Werden Meerschweinchen mit Vaccinevirus immunisiert und 1 
Monat spater revacciniert, so kommt es in Vergleich mit nicht vor- 
behandelten Kontrolltieren zu einem deutlich schnelleren und krif- 
tigerem Anstieg der Antihaemagglutinine. Werden Meerschwein- 
chen im kurzen Abstand mehrere Male hintereinander mit Vaccine- 
virus infiziert, so kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg der 
Antihaemagglutinine. Dies spricht fiir den hohen Wert von noch 
bestehender Immunitat bei Revaccination und die Unschadlichkeit 
selbst schnell aufeinander folgender Vaccinationen. 
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ON THE USE OF AN EGG AGAR MEDIUM IN THE 
DETERMINATION OF THE RESISTANCE OF 
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS TO STREP- 
TOMYCIN 


by 


H. BEEUWKES ) 
(Received June 6, 1950). 


INTRODUCTION. 


The introduction of streptomycin as a part of the therapy against 
tuberculosis has called for rapid and reliable methods for deter- 
mining the sensitivity of Mycobacterium tuberculosis to this anti- 
biotic. 

In the short pericd during which streptcmycin has been applied 
a considerable number of methods and media have been described. 
One of the most often used solid media is the medium of HERROLD(1). 
Various authors such as WILLISTON and YoumANs (6), KARLSON and 
NEEDHAM (3), MINKENHOF, Ruys and WESSEL (4) recommend this 
medium for the determination of the resistance of Mycobacterium 
tuberculosis. The LOWENSTEIN medium has also been applied (HOLT 
and CRUICKSH ANK (2)). The main object of the present investigation 
was to compose a solid medium on which growth would be more 
rapid than on the media of HERROLD and of LOWENSTEIN. Such a 
medium should moreover be sufficiently sclid to permit loop inocu- 
lation and the colour should be clearly contrasting. After a number 
of combinations had been tried, the following composition was 
considered the best. 


COMPOSITION OF THE MEDIUM. 
The basic solution is the same as in the LOWENSTEIN medium, v7z.: 
1) Incollaboration with HERMAN Vos, Sanatorium Hellendoorn and with 


the technical assistance of J. vAN Ry. Paper read to the Nederlandsche 
Vereniging voor Microbiologie April 1, 1950, Brussels. 
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KH,PO, 4g 

MgsoO, 0.4 ¢ 

Mg citrate Lee 

Asparagine Cae 

Glycerol 20 mi 
Aqua dest. 1000 ml 
pH adjusted to 6.5 


To 100 ml of the solution is added 1.5 g amylum and this is 
heated on an open flame until gelatinization sets in. 2 g agar (Difco) 
extracted with acetone is added and after glass beads have been 
supplied, heated to 110° C. for 10 minutes. After cooling down to 
55° €. 2 sterilized egg yolks are added and 1 ml sterile aqueous 2 % 
malachite green solution. The flask is shaken thoroughly so that 
the egg yolks are completely homogenized. Finally, to 100 ml of 
the egg agar solution streptomycin in the concentration required is 
added. After the solution has solidified in slanted tubes the series 
are incubated at 37° C. for 24 hours. It may, although rarely, occur 
that an egg yolk is contaminated. Growth in this medium may be 
recognized by a yellow colour or a discoloration to dark green. 

Before using the agar it has to be extracted for 24 hours with an 
excess of acetone and dried at room temperature. This extraction 
aims at the removal of inhibitory substances as some strains have 
appeared to develop better on extracted agar. The eggs are treated 
with alcohol of 96 % for 20 minutes. The pH of the salt solution 
has to be adjusted to 6.5, because at a lower pH homogeneous 
mixture of the egg yolk cannot be effected. The final pH is 6.4. 
The malachite green imparts to the medium a light green colour 
and the concentration of the agar, which is kept as low as possible, 
easily permits inoculation with a loop. 


TECHNICAL METHOD. 


The object aimed at was to develop a simple method, reliable as 
well as rapid. Most of the material consisted of sputums from 
patients with lung tuberculosis, About 3 ml sputum was shaken 
(15 min.) with 6 ml 4 % NaOH and centrifuged at a rate of 3500r.p.m. 
for 15 minutes. The centrifugate, without neutralization, was put 
into two tubes of this so-called B-medium, two LOWENSTEIN tubes 
with and one without glycerol. The tubes with B-medium were 
closed with a rubber stopper only, whilst the LOWENSTEIN tubes 
had pierced stoppers. The risk of growth of fungi is much slighter 
when a rubber stopper is used. 
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After incubation at 37° C. for one week the tubes were examined 
under strong light every other day and the number of colonies was 
estimated. As the inoculum was of about the same strength, it was 
possible to compare the B-medium with the LOWENSTEIN medium. 
The readings were taken by two persons, independently. It appeared 
that of 100 positive cultures in 20 no difference in the length of the 
period before growth could be noted. If we do not take differences 
of 1—3 days as a gain in the time needed, this figure would be 30. 
In 55 growth occurred 4—16 days earlier on the B-medium, 13 
times the B-medium was positive while the LOwENSTEIN medium 
was negative. Twice the latter medium was positive when the 
former was negative. The LOWENSTEIN medium was observed up 
to 50 days. It is possible that after a longer time of incubation the 
number of positive results might have been somewhat higher. The 
longest interval needed to reach a positive result on the B-medium 
was 39 days. Generally, the growth in this medium was more 
profuse and the number of colonies larger. The largest number 
showing growth at earlier date, was noted for a difference in time 
of 4—7 days (total 40 %) whilst this number for a difference in 
time of 8—16 days was 15 %. Moreover, after 15 days 42 % on the 
B-medium was positive, on the LOWENSTEIN 13 %. 

In my opinion there may be a gain of time by using the egg 
medium compared to the medium of LOWENSTEIN. 


DETERMINATION OF THE SENSITIVITY TO STREPTOMYCIN. 


The inoculum was derived from 2 well-developed cultures, sus- 
pended in 5 ml 0.9 % NaCl solution. Colonies can be easily taken 
up with a Pasteur pipette from a B-medium. The suspension was 
shaken for 7.5 minutes in a centrifuge tube provided with glass 
beads and closed with a rubber stopper. 0.1 ml was used as inoculum 
per tube. Loop inoculation is possible as well, but inocula will vary 
more widely in strength. The age of the strain to be tested was 
about 12 days. 

It appeared that the use of two cultures per series ensured the 
most nearly constant results. It was an advantage to prepare the 
suspension in a tube as the risk of contamination is reduced to a 
minimum. 

The concentrations of streptomycin were 0, 1, 23, 5, 10, 50, 100 
and 1000 wg, respectively per ml nutrient medium. After incubation 
at 37° C. for a fortnight the tubes were examined. Frequently, 
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resistant strains could be seen after 6 days. Occasionally, however, 
an incubation of over 14 days was needed, but such strains were the 
exception. 

Differences between growth and inhibition could be easily ob- 
served. Growth could be recognized by a yellow layer, markedly 
humid on a light green background. Isolated colonies were shiny, 
their surface was irregular and their edges jagged. Young colonies 
were more or less smooth. When examined microscopically the 
acid-fast rods were often longer and more granulated than those on 
the LOWENSTEIN medium (15 out of 24 strains tested). 

In order to obtain an idea about the development on the different 
media, in 40 series one tube with the HERROLD medium and one 
with the LOwENSTEIN medium were incculated with the others. 
After a 14 days’ incubation it appeared that development on the 
B-medium was generally the most profuse, less so on the LOWEN- 
STEIN medium and the least on the HERROLD medium. After three 
weeks this difference was mostly levelled out. 

It may finally be mentioned that for the determination of the 
sensitivity to sodium para amino-salicylic acid (P.A.S.) the B-medi- 
um is very useful. The P.A.S. was heated to 100° C. for 15 minutes 
before it was added to the egg agar suspension. LuBsEN, Amsterdam 
(personal communication) informed me that filtration through 
Seitz filters lowers the activity of P.A.S. When glass filters are used 
this does not happen. In my experience, too, filtration through a 
Seitz filter decreases the activity of P.A.S., though not after it has 
been heated to 100° C. for 15 minutes. The reliability of the applied 
methed was substantiated by determination in duplicate and by 
the use of check strains. It appeared that 4 strains, furnished by 
LuBsEN at Amsterdam were inhibited at a same concentration of 
P.A.S. The medium he used was HERROLD’s. 


DIRECT DETERMINATION OF THE RESISTANCE OF JAfycobacterium 
tuberculosis IN THE SPUTUM TO BE TESTED. 


Up till now for the determination of resistance we had always 
started from two well developed strains, which had been obtained 
by means of direct inoculation with treated sputum or after the 
subculture of some colonies. It is questionable, however, whether a 
strain obtained by subculturing has the same properties as acid- 
fast rods in coughed up sputum. There is the possibility that 
colonies varying in resistance may be subcultured. Moreover the 
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question rose whether a more rapid result for streptomycin might 
be obtained by inoculation of the B-medium after the addition of 
1, 10 or 1000 ug streptomycin. 

The following technique was applied. Each tube was inoculated 
with a same volume (for instance 3 drops) of alkali treated sputum. 
For each determination 3 ml sputum was needed. The pre-treat- 
ment of the sputum was the same as has already been described. 
The tubes were closed with a rubber stopper only. As checks one 
tube with LOWENSTEIN medium (2 % glycerol) and two with 
B-medium were used. Of course one has to make quite sure that 
human Mycobacterium tuberculosis is the infective agent. In those 
cases where a bovine strain had been isolated, no glycerol was 
added to the medium. After incubation at 37° C. for a week the 
series was inspected every other day. As soon as macroscopic 
growth could be observed in the check tube, the series was read 
and the number of colonies estimated. The surface of apparently 
negative tubes was moreover scraped with a stiff loop and a pre- 
paration stained according to ZIEHL-NEELSEN. As a preparation 
had also been made from one drop of the original inoculum, it was 
possible to observe growth by comparison. Only when microscopi- 
cally many acid-fast rods could be seen and these moreover in 
clusters, I concluded subvisible growth. When only a few acid-fast 
rods (for instance 2 in the microscopical field) could be seen, the 
result was considered to be negative. Especially in microscopically 
heavily positive sputums it may happen that acid-fast rods which 
have been deposited as inoculum are scraped off again from the 
surface. 

It appeared that for 36 persons this tentative experiment was 
in agreement with the determined resistance of the strain. For one 
patient the tentative experiment was twice positive at 10 ug per ml, 
whilst strains grew at 5 wg and were completely inhibited at 10 yg. 
It is possible that in this case some resistant germs grew at 10 ug, 
but that after subculturing a considerable number of germs with 
lower resistance were obtained. 

For one patient the tentative experiment resulted in growth at 
1000 wg. After subculturing of the culture the strain grew at 100 yg, 
whilst at 1000 wg no growth occurred. A distinct difference could 
be observed in the case of one patient with lung tuberculosis, where 
initially in the direct determination subvisible growth occurred at 
1000 wg. The strains, however, appeared to be inhibited by 2} yg. 
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After some lapse of time subvisible growth appeared twice to 
exist at 10 ug, while both strains also developed at 10 wg. Finally 
in one patient growth could be detected in the direct inoculation at 
10 wg, but the resistance of the strain was determined at 2} jg. 

Resistant germs (growth at more than 1000 ug) often develop 
about as rapidly at 1000 ug as at 0 wg. Also the number of colonies 
appeared to differ but little at 0 and at 1000 wg. Still, it did occur 
that at 0 wg growth was microscopically visible earlier and that 
growth could only be rendered probable by making a preparation 
of the medium. 

When the germs tested are sensitive, growth will generally be 
inhibited at 1 ug, while with 0 wg colonies. will be clearly visible. 
For the demonstration of subvisible growth a preparation has to be 
made. When a strongly positive sputum is tested, it is possible that 
subvisible growth can be demonstrated at 1000ug. So it 1s advisable 
to keep the tubes for a long period, even after growth in the check 
tubes with 0 wg has been noted. By these means the presence of 
some resistant germs in sputum could be demonstrated, as has been 
pointed out by PyLe (5). 

An advantage of this tentative method is that after 11 days an 
impression of the resistance of acid-fast rods may be gained. When 
the sputum contains only few acid-fast rods a reliable reading is 
not always possible. In this case it takes a longer period of time 
before macroscopical growth may be detected (about 21 days). 
Naturally, the interval before macroscopical growth may be noted 
will greatly depend upon the number of acid-fast rods. Moreover, 
not all acid-fast rods will grow at a same rate. In this connection 
an investigation by Hott and CRUICKSHANK (2) must be cited. For 
direct determination they made use of the LOWENSTEIN medium, 
readings being taken after 4 to 6 weeks. 

In this laboratory after the tentative experiment has been read, 
the resistance of the strain is, moreover, determined. The minimum 
period of time needed for the reading of a determination of resistance 
is 28 days. Often the number of colonies is not sufficient for the 
inoculation of the streptomycin series, so subculturing is necessary. 
In such cases determination of resistance takes at least six weeks. 


Discussionandconclusions. 


A comparative investigation of the period of time needed for 
visibility of colonies of Mycobacterium tuberculosis on the LOWEN- 
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STEIN and the B-medium in my opinion allows the conclusion to 
be drawn that there is a gain in time in favour of the latter. For 
the determination of the sensitivity to streptomycin an incubation 
period of 14 days is needed. Resistant strains that grow with 
1000 wg may often be read after 6 days. 

HERROLD’s medium according to MINKENHOF, Ruys and WEs- 
SEL (4) needs an incubation period of 3 to 4 weeks. In contrast to 
this conclusion KARLSON and NEEDHAM (3) give 14 days as a limit. 
When series on B-medium were compared with those on HERROLD’s 
medium, growth often proved to be unsufficient after a fortnight 
on the latter. This comparison was concerned with 10 strains. Once 
on the B-medium a strain grew with 5ug, while on the HERROLD 
medium with | ug only a trace of growth could be detected. The 
other series were in good agreement. For the HERROLD medium 
the composition according to KARLSON and NEEDHAM was used, 
viz., 135 ml Bacto nutrient agar (2 % glycerol) with 1 egg yolk. 

The question as to whether the determination of resistance of a 
strain will agree completely with the sensitivity of acid-fast rods 
in sputum, may at present be answered as follows: The greater 
part of the sputums tested in the so-called tentative experiments 
appeared to agree with the determination of the strain resistance. 
This, however, is not meant as a final answer. For a definite answer 
further investigation is needed. 

In recording the result of a determination of resistance it is 
probably important to mention the method followed. A comparison 
of the methods applied in the various laboratories in which deter- 
mination of resistance are carried out, may yield interesting results. 
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REPEATED ISOLATION OF TOXOPLASMA FROM 

THE CEREBROSPINAL FLUID AND FROM THE 

BLOOD, AND THE ANTIBODY RESPONSE IN FOUR 
CASES OF CONGENITAL TOXOPLASMOSIS 


by 


J. D. VERLINDE and 0. MAKSTENIEKS 
(Received July 4,.1950). 


Since it has become evident from the clinical observations made 
by Brinxuorst (1), and from the serological investigations by 
WINSSER (8) with the rabbit skin test, and by WINSSER and MAK- 
STENIEKS (9) with the dye test, that toxoplasmosis seems to be an 
infection not unfrequently occurring in the Netherlands, several 
attempts have been made to isolate Toxoplasma from material 
obtained during life of the patient. 

In 1947, the first strain (Bk) was isolated in the Netherlands from 
the cerebrospinal (veritricle) fluid of a living infant, six weeks of 
age (WINSSER, VERLINDE. VAN THIEL, DAVEL and VAN DER 
Etst (10)). VAN THIEL isolated a second strain (v. D.) two years 
later. 

During the second half year of 1949 and the first half year of 
1950 approximately 600 sera of children and of adults as well, have 
been examined routinely on the presence of Toxoplasma-antibodies 
with the dye test and the complement fixation reaction. Among 
the sera examined, 64 came from persons with a history of possible 
toxoplasmosis, and four Toxoplasma-strains, called v. B., v. O., 
J. H. and M. G. were isolated from the cerebrospinal fluid and from 
the blood of 4 living infants on several occasions during the course 
of congenital toxoplasmosis with symptoms of hydrocephaly, cere- 
bral calcifications, microphthalmia, and chorioretinitis. 

The clinical diagnosis had been made during the first days of 
life, and we have been able to examine the patients parasitologi- 
cally and serologically over a period of one to six months. 
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MATERIALS AND METHODS. 


We visited the patients with full equipment, experimental 
animals included, in the hospitals to which they had been admitted. 

The cerebrospinal (ventricle) fluid was centrifuged immediately 
after puncture for 20 minutes at 3000 r.p.m., and smears of the 
sediment stained by Gremsa’s or KIEWIT DE JONGE’s method were 
examined for the presence of Toxoplasma. Then the sediment was 
resuspended in approximately | ml of the stored supernatant fluid 
and inoculated intracerebrally and intraperitoneally into 10 white 
mice. 

The blood was collected in 3.8 % sodium citrate or in heparin 
1 : 1000, and immediately inoculated into mice by intracerebral and 
intraperitoneal route. 

Peritoneal exudate of some of the mice, obtained by abdominal 
puncture 4 days after the intraperitoneal incculation, was examined 
for the presence of Toxoplasma. After death of the animals peri- 
toneal exudate, spleen and brains were removed under aseptic 
conditions, and examined in the same way. When Toxoplasma were 
found, the strain was isolated and maintained in mice by brain-to- 
brain passage. 

The antibody response in the patients, their parents, and other 
members of the family was determined by the dye test of SABIN 
and FELDMAN (3), and by the complement fixation test. In the 
latter we made use of the experiences of WARREN and Russ (7) 
and of SABIN (2). 

The antigen for the complement fixation test was prepared by 
inoculation of 5 to 10 drops of Toxoplasma-containing (Bk-strain) 
peritoneal exudate of mice on the chorioallantoic membrane of 
12-day old chick embryos. The inoculated eggs were carefully 
turned around in order to obtain a regular distribution of the 
inoculum on the chorioallantoic membrane. The eggs were in- 
cubated at 37° C. for 5 days, the chorioallantoic membrane was 
carefully removed, rubbed down with sterile sand, and 1.5 ml 
phosphate buffer solution of pH 7.4. The suspension was rapidly 
frozen at —60° C. five times and thawed in a waterbath at 37°C. 
Then it was stored at 4° C. for 18 hours, centrifuged at 3000 and at 
15000 r.p.m. The supernatant fluid, which remains constant at 4°C., 
was used as antigen. The antigen was diluted 1 : 20 before use. 

The complement fixation test was performed by mixing equal 
amounts (0.2 ml) of antigen, complement (2 units) and twofold 
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dilutions of patient’s serum heated at 60° C. for 20 minutes. The 
mixtures were kept at 4° C, for 18 to 24 hours, and subsequently 
at 37° C. for 10 minutes. Then 0.4 ml of a mixture consisting of 
equal amounts of a 2 % suspension of washed sheep red cells and 
5 m.h.d. of a hemolytic ambcceptor was added. The reaction was 
read after 30 minutes at 37° C. 

In each series of titrations 5 controls were added: (1) known 
positive serum, (2) known negative serum, (3) negative (normal 
chorioallantoic membrane) antigen, (4) antigen control, and (5) 
serum control. 

The complement fixation titer is the highest serum dilution which 
caused a 50 % or higher inhibition of the hemolysis. 


RESULTS. 


As mentioned above, 64 of the sera examined for Toxoplasma 
antibodies came from persons with a history of possible toxopias- 
mosis. In 60 % of these sera both the dye test and the complement 
fixation reaction were positive, the dye test titer ranging from 
1: 100 to 1 : 8192, the complement fixation titer ranging from 1/2 
to 1/256. 34 % of the sera showed a dye test titer of 1: 100 or 
higher, and a negative complement fixation reaction, whereas the 
dye test titer was lower than 1/100 and the complement fixation 
reaction positive in only 6 %. 

The antibody response was thoroughly examined in the 4 infants 
with a parasitologically confirmed diagnosis of toxoplasmosis. The 
results of this examination are presented in table 1. 

The four infants all showed hydrccephaly, cerebral calcifications, 
and chorioretinopathy. One of the cases (patient B) is described 
in full elsewhere (6). They are one to three week premature babies, 
three boys and one girl (patient G). 

Since in all of the 4 patients Toxoplasma was demonstrated in 
the direct smears of the sediment of the ventricle fluid, it is evident 
that the strains isolated originate from the patients, and that they 
are not animal strains present in the mice used for inoculation 
experiments. Moreover, no Toxoplasma have thus far been demon- 
strated in our laboratory mice, and many other samples of cere- 
brospinal fluid inoculated in mice of the same batches, were 
negative for Toxoplasma. 

It appears from table 1, that Toxoplasma may be demonstrated 
in the ventricle fluid and in the blood during the first and the second 
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Table 1. 
Parasitological and serological examination of 4 cases of congenital toxo- 
plasmosis. 
Toxoplasma in mother 
—_ comple- 
Da : arent comple- 
Date of | ventri- dye test]... ment 
Hie cle blood fixation | dye test fienhon 
fluid | - test seat 
1 Patient B., born January 22. 
Febr. 2 | 12 7 1/256 ~~ 
Kebrw se? 1 a _ 1/512 —— 1/256 1/2 
Febr. 23 33 1/2048 ; 1/2 
Febr. 27 37 — = 1/2048 1/2 
March 29 67 a 1/4096 1/32 1/512 1/32 
May 8 107 — ~ 1/2048 1/32 1/4096 | 1/64 


June 15 145 oe 1/2048 1/32 1/4096 1/256 
Febr. 7 father — —— 


Febr 7 uncle (inmate) 1/4 — 

Kebrags 7 brother (4 years) — —_ 

Febr 7 brother (2 years) — — 
2. Patient O., born March 4, died April 15. 

March 11 8 + 1/4 as 

March 16 13 + 

March 18 15 1/4096 1/2 

March 25 22 1/4 — 

March 28 25 + 5 

March 29 26 _ 

April 1 1/8192 1/6 

April 14 42 ~ — 1/100 

April 15 | post mortem+ — 1/512 


April 5 father 1/20 1/4 
April 5 brother (2 years) 


3 Patient H., born March 30. 
April 14 | 16 i 1/2048 —. | 1/4096 | 1/128 


. 1/4096 | 1/32 | 1/4096 | 1/128 
June 15 | 78 1/4096 | 1/8 1/8192 | 1/128 


4. Patient G., born May I, died May 26. 
24 


~ + 
April 20 | 22 rs + | 1/2048 | 1/8 | 1/4096 | 1/128 
+ + 


+ 
| | | | 1/4096 | 1/64 
June 21 | father | 1/20 = 
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month of life, in patient B even at the beginning of the third month. 
The fact, that in patient B Toxoplasma was isolated from the blood 
on the 17th, 37th, and 107 th, but not on the 67th day of life, might 
indicate that the parasitemia may cccur periodically, or that at 
certain times only a very small number of Toxoplasma is present 
in the blood, which cannot be shown by mouse inoculation. 

In the children, and in their mothers as well, high titers of 
neutralizing and complement fixing antibcdy were present. The 

eak of the antibody titers, however, may be reached a few weeks 
after birth. The neutralizing antibody appeared earlier, and in- 
creased mcre rapidly than the complement fixing antibody, which 
is in agreement with the antibody titers we obtained in experi- 
mentally infected rabbits In these animals neutralizing antibcdy 
became demonstrable as early as five days after infection, whereas 
the complement fixing antibcdy appeared in the third to the 
fourth week. 

When comparing the antibcdy response in the patients and that 
in their mothers, it is obvious, that the antibody appears first in 
the mother’s blood, which indicates, that the mother has ccn- 
tracted the active Toxoplasma infection first, and that the child 
has been infected subsequently, and most likely by hematcgencus 
and transplacental route. Then there must be a parasitemia in the 
mother at some time during pregnancy, which seems, however, as 
a rule not to be accompanied with a serious illness, for all of the 
mothers declared to have been quite healthy during pregnancy. 

The low initial, but increasing antibody titer, particularly that 
of the complement fixing antibody in the mothers of patients B 
and O, might point to a rather recent infection, perhaps during the 
last months of pregnancy. Another fact, that seems to be indicative 
for a recent infection, is the absence of antibody in the brothers of 
patients B and O. It has to be considered, however, that in these 
children placentally transmitted antibodies may have been present 
which, however, could have disappearcd after abcut 4 months, as 
has been demonstrated by SaBIN and FELDMAN (4). 

The antibody response in patient O is noteworthy. The titer cf 
neutralizing antibody remained extremely low and unsignificant 
during the first month of life, whereas the complement fixation 
titer remained absolutely negative. Immediately before and after 
death, the antibody level showed a sharp rise. The absence of 
complement fixing antibody seems to be, in agreement with SaBIN, 
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prognosticaly unfavourable. 

When looking at the dates of isolation of Toxoplasma from the 
patient and at tke corresponding titers of neutralizing antibody, 
one has to note that the parasite is obviously not inactivated or 
killed by these antibodies. In spite of the high titer of neutralizing 
antibody, living and virulent Toxoplasma were isolated from the 
blood and the ventricle fluid. 

At the same time, we may point to the lack of immediate effect 
on Toxoplasma of the treatment of two of the patients (B and H) 
with percoccide (sulphamerazine, sulphamethylpyrimidine) during 
at least three weeks from the third week of life. This drug was 
found by VAN THIEL (5) effective in experimentally infected mice. 
Those two children, however, improved clinically 1), the non- 
treated children died. 

The clinical, parasitological and serological diagnosis has been 
confirmed at autopsy of the patients O and G, who died at the age 
of 43, and 23 days respectively. In the brains numerous granulo- 
matous areas with extensive necrosis, particularly in the cerebral 
tissue lining the lateral ventricles, were found. In the necrotic 
areas abundant masses of Toxoplasma were present. 

The source of infection of the patient’s mothers is still obscure. 
One of the patients lived in a small locality in the country of one 
of the eastern provinces. His father was a butcher, so that an 
intensive contact with animals, at least by the father, was obvious. 
The father, however, and the inmate uncle as well, who was a 
butcher too, did not possess Toxoplasma antibodies or only in a 
very low(1/4) titer. It is therefore not very probable, that the Dutch 
slaughter animals are an important source of infection. The mother 
had never any contact with slaughtered animals, except that she 
had prepared a hare about one month before delivery of her 
3-week premature baby, which developed the symptoms of con- 
genital toxoplasmosis. This was the only demonstrable contact 
with animals during pregnancy, thus happening at the beginning of 
the eighth month. There is, however, no proof, that this animal 
would have been the source of infection. The same contact with a 
hare had the fourth patient’s mother, who lived in a town in the 
southeast of the Netherlands. She had prepared a hare during the 
fourth month of pregnancy. In the other two cases, one living in a 


1) Dr H. BeExman and Dr A. vAN ORMONDT: personal communication. 
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small town near the west coast, the other living in one of the largest 
cities of the Netherlands, no recent animal contact could be traced. 
Thus it appears, that in two cases a contact with animals known 
to be potential reservoirs of Toxoplasma, has cccurred, but in the 
two other cases no such contact could be traced. Though a direct 
transmission from animal to man cannot be excluded, an indirect 
mode of infection seems to be more likely, and in this respect the 
role of blood-sucking arthropods has to be investigated seriously. 


Summary. 


In 64 sera from persons with a history of. possible toxoplasmosis 
out of approximately 600 sera, a dye test titer ranging from 1/100 
to 1/8192, and a complement fixation titer from 1/2 to 1/256 were 
found. In four infants with congenital toxoplasmosis Toxoplasma 
was isolated from the ventricle fluid and from the blood on several 
occasions during the first two months of life. The antibody response 
in the children and in their mothers was studied. The neutralizing 
antibody reached its peak in the first month of life, that of the 
complement fixing antibody was reached in the second month. In 
spite of the high titer of neutralizing antibody, and treatment with 
sulphamethylpyrimidine, virulent Toxoplasma were present in the 
blood and the ventricle fluid. Two of the patients died, and in the 
brains extensive granulomatous lesions with necrosis and abundant 
masses of Toxoplasma were found. Two of the mothers had prepared 
a hare during pregnancy, but there is no proof, that this potential 
animal reservoir of Toxoplasma has been the source of infection. 
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INTRODUCTION. 

The surface water in the tropics shows a strong bacterial self- 
purification. This means in general a decrease of the number of 
bacteria owing to various factors such as the content of organic 
matter (WINSLOow and BRooKE (21)), the adsorption of micro- 
organisms by particles of suspended matter and the ensuing 
sedimentation (SpiTTA (17)), the ingestion of bacteria by protozoa 
(HUNTEMULLER (9), STOKViIs and SWELLENGREBEL (18)), the mutual 
antagonism of bacteria (RUSSELL and FULLER (13)) and the effect 
of light (Rapp (11), Ruys (12)), temperature (Houston (8)), certain 
salts (HoLm and SHERMAN (6), Hotcukxiss (7)), acids (WINSLow and 
LocHRIDGE (20)) and dissolved oxygen (WIPPLE and Mayer (22)). 

The knowledge gained about the formation of antibiotics by 
micro-organisms points to these as a possible factor in the mutual 
antagonism between different bacteria. It has not been established, 
however, whether the latter phenomenon as such influences the 
self-purification of surface water. The facts observed in this field 
under natural conditions may also be explained by their being due 
to a mutual competition in the consumption of substances necessary 
for respiration and nutrition. 

In a former publication (GaN and GIsPEN (5)) we pointed to the 
fact that in the Tjiliwung water no antagonists are found against 
the actually occurring typhoid bacteria, whereas antagonists 
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against dysentery bacteria could be easily isolated, the latter 
bacteria could not be detected in this water. As it is not known 
in how far the cultivation methods for shigae bacteria may have 
been unsufficient, the effect of river water on these bacteria has to 
be tested. Moreover antibiotics formed by bacterial antagonists 
might be surmised as causing a rapid destruction of dysentery 
bacteria in the Tjiliwung water. Would this appear to be the case 
the controverse in results with typhoid and dysentery bacteria 
should be explained by its being due to the presence of these 
antagonists. The. possible action of typhoid and dysentery phages 
in the water complicates, however, this question. Some investigators 
consider the phages an important factor in the self-purification of 
surface water (BUJANOWSKI (1)). SCH UURMAN (15) ascertained that 
typhoid bacteria in filtered Tjiliwung water are destroyed by lysis, 
this involving an increase of typhoid phage. He ascribes an impor- 
tant part in the bacterial self-purification to typhoid phage. 
DINGER (2) repeatedly found typhoid bacteria in the same river and 
DINGER, MARSEILLE and TESCH (3) ascertained that typhoid bac- 
teria remain viable during a longer period in Tjiliwung water filtra- 
tes than in pure water, drinking water or physiological salt solution. 
So they concluded that the presence of typhoid phage was unes- 
sential for the destruction of typhoid bacteria. 

In the following an investigation into the character of the detri- 
mental action of the Tjiliwung surface water on shigae bacteria in 
connection with the presence of bacterial antagonists and bacterio- 
phages is reported on. The behaviour of shigae bacteria in the river 
water was compared with that of typhoid bacteria. 


WORKING. METHOD. 

The water samples were taken from the Tjiliwung surface water 
at Djakarta. The water was filtered through Chamberland-L3 
filters. The antibacterial effect of bacteria free filtrates was deter- 
mined as follows. 


a. Determination of the rate of shortening of the survival period. 


To 5 ml of the filtrate 0.5 ml of a 24 hours’ broth culture of the 
test bacteria is added. The tube is incubated at 37° C. Immediately 
after the mixing and subsequently after 15, 30, 60 and 300 minutes 
and after 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 15 days the survival of the test bac- 
teria is ascertained by inoculating 0.05 ml of the suspension from 
the tube into 5 ml extract broth. The rate of shortening of the 
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survival period is expressed by the ratio: test period/survival 
period. Survival during the whole test period is indicated by the 
minus sign. 


6. Determination of the growth inhibiting effect. 


The unheated filtrate is diluted 1:2, 1:4, 1:8 etc. with a 
sterile nutrient broth in a series of tubes, each of them containing 
5 ml of the mixture. By means of a Pasteur pipette one drop 1 : 50 
diluted 24 hours’ broth culture of the test bacteria is added to 
every tube. The tubes are incubated at 37° C. and read after 24 
hours. The inhibiting effect is expressed in the titer corresponding 
with maximal dilution in which the growth of the test bacteria is 
still completely inhibited. 


A titer of at least 4 is required to accept a specific factor. Anta- 
gonists were isolated by means of the agar streak, the perforated 
Petri dish method (GAN and GISPEN (5)) and the method of 
KELNER (10). 

The presence of shigae phage was established (A) in the unheated 
river water filtrate after the inoculation of the test bacteria at the 
end of the survival period and (B) in the mixed fluid from the tubes 
of the dilution series at the end of the test pericd of the growth 
inhibition. In this case only those tubes were used which showed 
a distinct growth inhibition. In case of no growth inhibition only 
the suspension of the first tube was tested. 

The fluid obtained with (A) or (B) is filtered through Chamber- 
land-L3. Of this filtrate only one drop is added to 5 ml of a hardly 
turbid culture of the phage free test bacterium in broth. Then the 
presence of phage is established with the usual methods of lysis in 
broth and on broth agar. Three successive transmissions of the 
lytic agent by one drop of culture filtrate were required as a proof 
for the propagation of the phage. 

Freshly isolated strains of Shigella shigae and Salmonella typhi 
were used as test bacteria. 


THE PRESENCE OF ANTAGONISTS AGAINST Shigella shigae IN THE 

TJILIWUNG WATER. 

Water samples were taken from the Tjiliwung river at various 
places. The samples were tested with the three above methods. 
From 2054 colonies of water bacteria 294 strains of undetermined 
species were cultivated which showed an antagonistic action on 
shigae bacteria, whereas among 3419 other colonies of water bacteria 


376 R. Gispen and Gan K. H., 


taken from the same samples not a single antagonist against typhoid 
bacteria was found (Table 1). 


Table 1. 


Survey of the investigation into the presence of antagonists against Sh. shigae 
and S. typhi in the water of the Tjiliwung river. 


1 a ST 


Anti-shigae Anti-typhi 
Pine Number ges ae pales 
Method of c pentane of colonies ale 
of water | of anta- of water : 
; ; of anta- : gonists 
bacteria gonists , bacteria 
A gonists : detected 
examined examined 
| 
Agar streak | 442 | 61 13.8 | 764 | — 
Perforated 
Petri dish 127 26 20.5 541 — 
Method of 
KELNER 1485 207 14.0 2114 — 


Total | 2054 


This means that an important part of the river water bacteria 
produce substances with a detrimental effect on shigae bacteria. 
The perforated Petri dish method presents among the colonies of 
water bacteria the highest percentage (20.5 %) of antagonists. With 
this method, however, the colonies are selected before the exami- 
nation. As this involves 4 certain preference, the percentage of 
antagonists does not represent the actual ratio between the number 
of antagonists and the total number of water bacteria. As the 
method of KELNER excludes this preference, it is indeed warranted 
to take the percentage of antagonists found with this method as a 
measure. Consequently about 14 % of the water bacteria growing 
on broth agar appear to be antagonistic to shigae bacteria. 

The inhibiting action of the antagonists is fairly strong. When 
determined with the perforated Petri dish method the diameters of 
the zones of inhibition were 20—50 mm. The method of KELNER 
presented diameters ranging between 3 and 10 mm. This method, 
however, has the advantage that a considerably larger number of 
colonies can be tested simultaneouly. 

Sub-inoculation made some antagonists lose their inhibiting action 
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on shigae bacteria; this was the case for 12 strains already after 
one sub-inoculation on broth agar, for 2 strains after two sub-inocu- 
lations. Three of these trains (P6, W3 and X3) regained their former 
antagonistic property after a 1 to 2 days’ passage in a river water 
filtrate free of bacteria and were reduced again to inactivity in 
subcultures on broth agar (Table 2). 


Table 2. 


The inactivity of certain antagonists against Sh. shigae, after sub- 
inoculation on broth agar and their temporary recovery in river water 
filtrate, according to the agar streak method. 


Antagonistic effect 


I II Ill IV 
sub-cultures of 
Anta- | when isolated II on broth 
gonists fica iwer sub-cultures of agar after a 2 sub-cultures of 
water on broth} 1 0m broth days’ stay in Ty Opeptorn 
agar ees river water 2 
filtrate 
P, - = + = 
W; =E == ae uae 
X + — is = 


Leaving aside the explanation of this phenomenon, we mention 
it as an example of the difference in behaviour of water bacteria 
in the laboratory and under natural conditions. So it is possible 
that certain bacteria which are able to form antibacterial substances 
in river water, may be inactive on culture media. On the other 
hand the question may be raised whether antibiotics which can be 
demonstrated in vitro, will under natural conditions also be formed 
by the same bacteria. 

DINGER, MARSEILLE and Tescu (2) found no substances detri- 
mental to typhoid bacteria in the Tjiliwung water. This is in accor- 
dance with the results of our investigation concerned with the 
absence of typhoid antagonists in this river. Many strains of bacteria 
fermenting lactose have been isolated now, which appeared to 
produce no antibacterial substances against S. typhi in vittro, 
though they showed a distinct detrimental effect on the viability of 
typhoid bacteria when grown in mixed cultures with the latter. 
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Typhoid bacteria when cultured in broth together with such strains 
could after a period of some hours to some days not be cultivated 
any more on Endo plates. Competition in the consumption of 
nutrient and respiratory substances may have played a part, but 
this offers no explanation for those cases in which typhcid bacteria 
were already damaged within a few hours. As the cultures were 
phage free, such cases could only be explained by supposing the 
occurrence of toxic intermediate products of the metabol’sm, which 
would disappear so quickly out of the medium that they m‘ght 
not be detected by the usual test methods for antibiotics. 


THE DETRIMENTAL EFFECT OF RIVER WATER FILTRATES ON Shigae. 


DINGER (3) showed that Salmonella typhi usually cccurs in surface 
water of the Tjiliwung river. Accordingly we were able to isolate 
regurlarly typhoid strains frcm this water, using WILSON and 
BLAIR’s medium. Dysentery bacteria, however, could neither be 
found with the S.S. plate nor with LEIFSON’s media. 

Our preliminary experiments recorded in Table 3 made it 
apparent already that the Tjiliwung water is detrimental to shigae 
bacteria. The survival pericd of shigae bacteria in the Tjiliwung 
river varies according to the sample of water, but is in general 
considerably shorter than in distilled water. The noxious agent in 
the water appears to be filtrable by Chamberland-L3 filters and is 
thermolabile at 100° C. The antibacterial effect of these filtrates on 
Sh. shigae was compared with their effect on typhoid bacteria. 
Then an aliquot of each filtrate was heated for 30 minutes and 
tested for its antibacterial effect on either bacterial species. As a 
check sterile distilled water of the same acidity, either filtrated 
through a Chamberland-L3 filter or unfiltered, was used. A rela- 
tively large dose of broth culture (0.5 ml in 5 ml of the test fluid) 
was inoculated to eliminate the influence of the autolysis on the 
survival of small numbers of bacteria. Moreover the bacteria are 
protected from the bactericide action of the water itself by the 
added organic material of the broth, as appears from their survival 
in the control test with distilled water. The results of these in- 
vestigations are recorded in table 4. 

14 out of 16 water samples have a more or less marked noxious 
effect on shigae bacteria, which appears (A) from a shortening of 
the survival period compared with that in the check with distilled 
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Table 3. 
Survival of Sh. shigae in river water. 

a. untreated, b. filtrated through Chamberland L3, c. heated at 100° C. 
for 30 minutes. 

Inoculation dose: 0.5 ml of a 24 hours shigae culture in broth into 5 ml 
west iid. prt 2 Fe 

Survival test: subinoculation on S.S. medium (Difco) and analysis of the 
isolated colonies. 


interval test fluids 
between 
inoculation river water 
and survival aqua dest. 
test untreated filtrate heated, 100° C. 
= es aes a Seo tale i Seeieeia SPs ae 
4 hours ++ | ++ of “ig 
24 hours — — - = s Si aphtet ste 
2 days — = SP Spee SiS le 
SF — | — SP Sar pete 
i > ee —— — at ae + 
Si — — tee Seat 
Gc. = — + sie Slt ie 
alee — — = = le il = 
Bie = a — ar 
ey _- + 
Le as a 
i es 3 


water and (B) from a growth inhibition up to a dilution of at least 
1: 4. Only the samples 2 and 7 show no antibacterial properties. 

Contrary to Sh. shigae, typhoid bacteria remain viable without 
any growth inhibition during the whole test period. 

When the filtrate has been heated at 100° C. a comparison with 
the check with distilled water does not offer any difference. Conse- 
quently the anti-shigae agent in the river water is thermolabile. 

Shigae phage was detected in almost all tests with unheated 
filtrate. Only in the nos. 2 and 3 the corresponding phage is lacking. 
The anti-shigae action is absent in no. 2, whereas in no. 3 it 
could be detected, but appeared hardly thermolabile. Under equal 
conditions only in one case typhoid phages were found '). 

So the question arises whether the anti-shigae agent in the 


1) Typhoid phages can be regularly detected in untreated Tjiliwung water 
(SCHUURMAN and SCHUURMAN-TEN BOKKEL HUININK (16)). 
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ei: oan a ST 7 91 ST I PL pezyeoyun 9}e1}z1F 
| = = ST : @Z 9 9'L "sap enbe 
ee a SI om 8'T 8 Lh peyeoy t 
at de =a cI a 2 os 9 9°L poyeayun o7eI}]1F 
a -_ ST ees aes GI SL ‘ysop enbe 
ae = ST ca Lg ¥ SL poyeoq € 
am et im ST a =r GL j SL peyeoyun 97eI}/ TF 
~ a oT — oT Ol OL | "ysep enbe 
aa a GI a 8'T 8 Lh poyeaq * S 
Z os = cI = are 8'T 8 9'L poyeoyun 97e Iz 
— — GT Ss 8" 8 CL ‘ysep enbe 
a a ST = a ST 9°L pezyeog * T 
ee =S = SI oi 99% GL ¥2/¢ GL poyeayun 97eI}F | 
potiod potsod | 
sasessed | uorzrqry | teatAins | sep jo ||sesessed | uoriqry | [eatains | sAep jo 
@ 104ye -ul Sulu Jequinu || ¢ 10372 -ul sul =| Iequinu 
sIsAT YIMOIS | -9710Y4S ul . SISA] y}MOIS | -9z10YS ul 
eseyd 1041} jo o3e1 | [eAtAIns || oseyd 1931} yo oyer | [eatains| yd toyeMm oY} fo eidures 
q vy q Vy qyusw}ea1y, IOJEM 
ydXy *s | avsnys “YS 


eliIo}oeq 4S9} 


‘sasessed ¢ 103ye soinzjno 
ut sisAj a8eyd :suvour uss + oY ‘porsiod 4s} 94} Jo pus oY} 3 Seseydori9j}0eq IO} PoUIUIeXe OIE SPINI} S93 OI, 
‘ET-puepiequieyD :10}[I4 “sXhep GT :porsod yso], ‘soynurul O§ IOF “D .OOT 3% :durjeoH{ 
‘oull} sINoY FZ I0qe poyqryur Ajozedur109 [Is st 

YIMOIZ II9}0eq Y} YOIYM UI UOTZNIIp [euTxeW 9Y} YIM BuIpuOdselIO 19}1} 94} UI pesseidxe UOTZIQIYUI YMOIS 94} “4G 
“YJOIG }OeI}XO UI 9IN}[NO sInoY FZ & JO [UI g'Q :eSsOp 

uolze[Noout ‘porsed [eatAins :porred-jso} O17 eI oy} UI possoIdxe 9717] [UI ¢ UI porsed [eAtAIns 9Y} JO SuTus}IOYS 94} “Y 
10} SUIPIOOOe YooFjJo [eLIoJOeqIyUe 94} JO UOT}VeUTUTIDIOq 


‘saye1}I] Joyem IJaAt ur saseyd Surpuodseii09 jo souaseid ay} pue yoojja [elIeyeqIjUe oY], 
aria 


381 


The antibacterial effect of river water on Sh. shigae. 


ie $1 cS SI aL a}e1}[ ‘ysap ‘be 
eo GT GT Or GL peyeoy. 9L 
oe ag ST in O9€ G/T GL peyesqun OFerIy Pa | ¥ 
aa SI = cI Gal 9}e1}1f “sop “be 
ane GT a | Or OL peyeoy ST 
one =. ST or ol ¥o/¢ rau pezeayun 97k] 
17 ST 81 8 ieee 9}e1}[1f “Ysep ‘be 
ar ST Lé a4 TL peyesy FI 
ray oF eB Be 09€ F/T TL peyeayun 9}eIz]1y 
= ST Gs 9 OL a7 e1}[ “ysep ‘be 
ae ST Gs 9 OL peyeoy €I 
re 7 ST +r GL rd OL peyeoyun 9zeI3] 1 
is ST oZ 9 OL ‘ysop enbe 
a GT QZ 9 OL peyeoy él 
3 i‘ ST + oh bz/¢ OL pezeeyun 97eI17I1F 
at ST a oI CL ‘ysop enbe | 
ano GT rey SI 9'L peyeoy Il 
— _- oT + OL z QL poyeaqun aye | 
ter: 6L ‘ysap enbe 
ig 91 6L poyeoyun 93e13;1 
== : JAYS ‘4ysop enbe 
one BL peyeoy 6 
a 9¢ VoD, peyeoyun 93e1z,5 
ae GT a CT Or GL ‘ysop enbe 
es GT = oT Or 9°L peyeoy 8 
= ae GT qr = GL z Onn pezeayun 93e13]1F 
=e ST >= ae SI 9'L ‘ysop enbe 
ase GI ae 8 8 6L peyeoy L 
ie WR ST Aah aie ia | Or OL pezeoyun 93eI7/1 
aaiad | | ST | | ae | oo | SI | is ‘ysop enbe . 


. 


382 R. Gispen and Gan K. H., 


filtrates may be identified as the shigae phage. The alternative of 
this supposition might be the identification of the agent as a dis- 
solved thermolabile substance, possibly produced by the anta- 
gonists. 

The presence of the phages in all test fluids with thermolabile 
antibacterial properties and their absence in two samples showing 
no thermolabile antibacterial effect plead for the identity of the 
shigae phage and the anti-shigae agent. The thermolability of the 
agent in the filtrates is, however, no proof of its phage nature, as 
also antibacterial substances can be labile at the same temperature. 


Table 5. 


River water, after filtration through a glacial acid collodion filter, examined 
for antibacterial action according to the growth inhibition, expressed in the 
titer corresponding with the maximal dilution in which the bacterial growth 
is still completely inhibited. 
Test bacterium: Sh. shigae. Heating: at 100° C. for 30 min. 


Water : titer growth : é 
Pots filtrate | pH inhibition Shigae phage 
Chamberland-L3 7.2 64 + 
1 rs ,, heated 7.2 = 
Glacial acid collodion 7 @: — — 
Chamberland-L3 7.0 4 + 
2 A ,, heated } 7.0 == 
Glacial acid collodion 7.0 — — 
Chamberland-L3 6.9 16 + 
3 be , heated | 6.9 = 
Glacial acid collodion 6.9 —- — 
Chamberland-L3 6.9 16 + 
4 os ,, heated | 6.9 — 
Glacial acid collodion 6.9 — = 
Chamberland-L3 7.0 8 + 
5 Ke », heated | 7.0 = 
Glacial acid collodion 7.0 — — 
Chamberland-L3 6.8 2 + 
6 ” An heated 6.8 —_ 
Glacial acid collodion 6.8 — 7 
hemo- | Glacial acid collodion |! hemoglobine 
globine present in 


the filtrate 


a SS SS 
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To approach this question a special glacial acid ccllodion filter 
was used, composed conforming the principle of BECHHOLD, 
according to the method of ScHUURMAN and SCHUURMAN-TEN 
BokKEL HuIninK (16). The filter keeps back phage particles, 
whereas the human hemoglobine dissolved in water passes without 
difficulty. By these means the antibacterial agent could not be 
separated from the phage particles (table 5). So the antibacterial 
effect of the river water filtrate cannot be ascribed to dissolvable 
antagonistic substances originating from water bacteria. 


DISCUSSION. 


The behaviour of shigae bacteria in the river water filtrates 
differs from that of the typhoid bacteria. Whereas Sh. shigae is 
detrimentally influenced in unheated filtrates when profusely in- 
oculated and when organic substances are present, S. typhi remains 
viable during the 15 days’ test period. The anti-shigae factor of the 
river water is filtrable, thermolabile and corresponds with the 
presence of shigae phage. The only two samples without shigae 
phage lack also a thermolabile anti-shigae agent. One case excepted 
typhoid phages were not found in the test fluids. Moreover, the 
anti-shigae agent appeared not to pass the glacial acid collodion 
filter but to be associated with the phage particles. Its propagation 
could be ascertained by passages through three successive cultures. 
Therefore the filtrated river water owes its anti-shigae action 
mainly to the shigae phages. 

It remains questionable whether this holds also for the water 
under natural conditions. It is possible that in nature other factors 
equal, surpass or even eliminate the influence of the shigae phage. 
The experiments with the glacial acid collodion filters prove anyway 
that, in spite of the occurring antagonists, antibacterial substances 
from water bacteria are of no importance for the reduction of shigae 
bacteria in the river water. The possibility has to be considered 
that part of these antagonists is active in cultures but not in nature. 


Summary andconclusions. 


It is emphasized that in the Tjiliwung river water no antagonists 
against the occurring typhoid bacteria are to be detected. Bacterial 
antagonists against dysentery bacteria can, however, easily be 
isolated, whereas the latter could not be isolated from the water by 
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means of S.S. medium or LErFson plates. This elicited the question 
whether antibiotic substances in nature might cause a detrimental 
effect on Shigella shigae. 

From 2054 colonies of water bacteria on broth agar 294 strains 
with an antagonistic effect on shigae bacteria were cultivated with 
methods based on the agar streak, the perforated Petri dish and 
that of KELNER. Among 3419 other colonies isolated from the same 
water samples no antagonists against typhoid bacteria could be 
detected. The methcd of KELNER proved 14 % of the water bacteria 
growing on broth agar to be antagonistic against shigae bacteria. 
Some of these antagonists lost their activity soon after subinocu- 
lation on broth agar. 

In 14 out of 16 samples of Tjiliwung water a filtrable thermolabile 
agent could be detected, detrimental to Sh. shigae when inoculated 
fairly profusely and in the presence of organic material (extract 
broth 1:10). The filtrated agent reduced the survival period of 
Sh. shigae to a maximum of 1/360 of the test period and inhibited 
the growth of these bacteria up to a dilution of 1 : 256. Heating at 
100° C. destroyed the agent. In all cases this thermolabile anti- 
bacterial factor was associated with the presence of shigae phage 
and did not occur in two samples lacking the latter. The agent 
could not be separated from the phage particles by means of 
phage-tight glacial acid collodion filters through which human 
hemoglobine passes easily. The anti-shigae factor acted as a bacterio- 
phage, not as an antibiotic. Propagation of the phage in three 
successive cultures could be demonstrated. 

No anti-typhoid agent was found in the filtrates lacking typhoid 
phages. It is concluded that the unheated river water filtrates owe 
their anti-shigae action mainly to the presence of corresponding 
phages. It is possible that in nature other factors may change the 
influence of the shigae-phage. Anti-bacterial substances produced 
by the numerous antagonists present are of no importance for the 
reduction in number of shigae bacteria in the river water. 
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THE KILLING OF SALMONELLA BACTERIA 
FROM DUCKS’ EGGS BY HEATING 


by 


H. C. BURGER and A. CLARENBURG 
(Received July 18, 1950). 


The study of disinfection by heating is generally confined to 
qualitative investigation. Thus, for instance, a certain temperature 
is given above which a particular kind of bacteria is killed. It 
will be our endeavour in the present article to show that a quanti- 
tative investigation, even a mathematical treatment of the problem, 
may be of importance for practical purposes. 

For several micro-organisms the way has been ascertained in 
which their numbers decrease with time at a constant, sufficiently 
high temperature. It was found that, in the case of homogeneous 
material, a simple law frequently obtains, vz., that of what is 
known as the logarithmic rate of death (RAHN (1)). In this case 
the number of surviving organisms continues to decrease asymp- 
totically to zero in such a manner that at the end of a sequence of 
given intervals of, say, a minute, this number decreases during each 
interval to the same frac- 
tion of the number present 
at the beginning of the given 
period of time. 

Figure 1 shows the process 
when the number is reduced 
to half at the end of one 

2 3 ~ minute periods. If this law 
Fig. 1. In the case of ‘‘logarithmic death- obtains, it is sufficient to 
rate’ the number of bacteria is reduced 


; fas : record the time in which 
in the same ratio in the same interval of 


time; here to half the number in every their number is halved, ae 
minute. this case one minute, to 
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characterize the killing of the micro-organisms under consideration. 
Once this time is known a simple calculation supplies the answers 
to many questions. Thus, the number decreases in 2 minutes to 
1/4, in 3 minutes to 1/,, and so on. If it is required to know in 
what time the number is reduced to 1/,) the phenomenon must 
be described with the aid of a formula. If NV, organisms leave N 
organisms after ¢ minutes, we find for the case mentioned: 


NIN 2 (onal Niza 25). 
For N,/N = 10 in the above example it follows that 
10 = 2", t = log 10/log 2 = 3.3 min. 


In the following we shall characterize the phenomenon by a 
time of this type (i.e. that for which N,/N = 10), the decima- 
tion time. If this time is ¢,, we have: 


N,/N = 10¢/t,, or, N/N, = 10—ift,. (1) 


To test the validity of this law the numbers N might be plotted 
at different times against ¢ under otherwise similar conditions. 
But it is better to plot the logarithm of N against ¢. For, from 
equation (1) it follows that 


log N = log N, —t/t,, (2) 


from which it is clear that log N decreases by the same amount 
for every minute added to ¢, v1z., 1/t;. This makes the line in the 
graph a straight one. In this way the validity of law (1) is tested 
and, moreover, the value of J/t,, or t;, is found from the slope 
of the curve. To determine this decimation time was the object 
of our investigation. 


A broth culture of Salmonella typhi-murium isolated from ducks’ 
eggs was kept at several constant temperatures in a thermostat. 
At the higher temperatures the number of living specimens is 
rapidly reduced and the bacteria must therefore be left only for 
a short time in the thermostat. To ensure that the temperature 
at which they are examined is the correct one right from the be- 
ginning of this short time, narrow and thin-walled tubes were 
filled with the broth culture. With the diameter employed (1.0 mm 
internal, 1.5mm external) the temperature inside the tube is in 
a few seconds equal to within 0.1°C. to that of the thermostat. 
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The cultures examined were 24 h old, and contained 0.5 to 
1.0 x 10° bacteria per ml. 

5 to 10 tubes, previously weighed, were filled with the culture, 
sealed by fusion and externally disinfected. They were weighed 
again and placed simultaneously in the thermostat. They were 
then removed from it one by one at intervals that were, of course, 
the shorter the higher the temperature was. 

Immediately on removal from the warm water of the thermostat 
each tube was placed in cold water to terminate the process of the 
bacteria being killed at high temperature. Then each tube was 
ground fine in a mortar and the number of living bacteria de- 
termined. From the weight of the contents and this number, the 
number of surviving bacteria per ml could be ascertained. 

Fig. 2 shows, as an example, 


pC the evaluation of the decimation 
® ioe time at 56°C. The logarithm of 
Si, the number of surviving bacteria 
5” per ml is plotted as the ordinate, 


so that a factor 10 corresponds 
each time to the same vertical 
distance in the graph. The slope 
of the straight line, which is drawn 
2 minutes as closely as possible through the 
O15 243 46 184568 spomts;mishows. the; adecimiation 
Fig. 2. The plotting of the number time to be ¢; = 1.0 min. As in 
of surviving bacterialogarithmically the example given, points are 


against time, produces a straight ; ; : 
: : invari = 
line. From its gradient 1 minute is quabby ound that ome ae 


found for the decimation time at PzeCiably from the ideal position. 

56° C. It must be born in mind, however, 

that we are concerned with living 

organisms and also that the counting of the comparatively small 

number of colonies inevitably involves some error. But the numerous 

graphs of this kind show that there is no reason to doubt the validity 

of the law of “logarithmic death-rate’’ as expressed by formulas 
(1) and (2). 

The decimation time was determined at a number of temperatures 
from 50 to 60° C. For theoretica! reasons it is to be expected that 
in this small temperature-range the decimation time will depend 
on the exponentially temperature. Hence, when the logarithm of this 
time is plotted against the temperature, the points found must 
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lie in a straight line. As is evident from fig. 3, this is indeed the 
case, which strengthens our confidence in the results of the measure- 
ments. The straight line represents-the measurements more accu- 
rately than each point obtained by measuring. From this line, the 
ratio in which the decimation time is decreased at a rise of 10° C. 
is found to be as large as Qj, = 320. 

Three measurements were carried 
out on bacteria suspensions in yolk 
of egg, in order to approach as 
closely as possible the conditions 
under which the process develops 
when infected ducks’ eggs are oy 
““boiled’’. The decimation time, as 
shown in fig. 3, is then slightly 


minutes 8 


temperature 


so” 55° 60° 


longer while Q,, reaches the even 
higher figure 550. 
One single observation of Sal- 


Fig. 3. The plotting of the deci- 
mation time against temperature 
produces a straight line. This 


differs slightly for bacteria in yolk 


monella enteritidis, also cultured of egg or in nutrient broth. 


from ducks’eggs, yielded a result 
in all respects resembling those obtained with Salmonella typhi- 
murium. 

It will now be clear that it is not permissible to speak cf ‘“‘a 
temperature at which bacteria are killed’’. The higher the tem- 
perature the quicker they are destroyed, but a sharply defined real 
boundary temperature cannot be specified. For the usual, essentially 
incomplete, way of formulating the measuring results, we sub- 
stitute the mathematical description indicating how the decimation 
time depends on the temperature (fig. 3) and how, given this time, 
the number of bacteria decreascs with time (figs. 1 and 2; formulas 
(1) en (2)). Within the limits of error due to the measurements 
and the biological nature of the object, it is possible in this way 
to predict at any temperature and during any time the killing of 
the kind of bacteria concerned. 

Fig. 4 serves to illustrate this, the abscissa representing the 
temperature and the ordinate the (logarithmically plotted) time. 
The point determined by these two coordinates lies on one of the 
inclined lines indicating the fraction of the original number of 
bacteria still alive at the end of the time chosen. Hence, one may 
expect that at 60°C. after 0.4 minutes one hundredth is still left 
(10-2). Theoretically, complete sterility is never achieved, me is 

0 
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to say, there is always the chance that a single specimen is 
left. If, however, one billionth of the original number is left (10-1%), 
this chance is so slight that it 


aes is practically permitted to speak 
3 of complete sterility. At 55° C. 
= this is reached in 50 min. If, 


however, one is satisfied with 


100 
e) a 
a slightly lower degree of cer- 
tainty, say by reducing the 
a ys original number to a thousand 
10°, millionth, 40 min at 55°C. is 
: ‘« 10° already: sufficient. 
aE “ So far it has been assumed 
that the temperature is kept 
494 constant. To determine the 
Of 407° ens 
9+ Characteristic constants for a 


sO° e oO . s M 
. 58 eh particular kind of micro-orga- 
Fig. 4. Graph from which can be jicm this is the obvious course. 


found what fraction of the bacteria But j 1 ; 
originally present is still alive after ut in actual practice we often 


fe) 


heating in yolk of egg. The time of 

heating is measured (logarithmically) 

on the ordinate, the temperature on 
the abscissa. 


have to deal with a changing 
temperature. Let us take, for 
example, the sterilization of 


ducks’eggs, during which while 
the egg is in boiling water the temperature in the middle (the most 
dangerous part) rises at a known rate (CLARENBURG and BURGER 
(2)). In these cases it is possible with the aid of the data already 
known and some calculating to obtain all desired predictions 
concerning behaviour of the bacteria. It must be remembered that 
at a constant temperature during the decimation time the number 
of bacteria is reduced to one tenth and therefore its logarithm 
by one. The reduction in a short time df is therefore dt/t,. If, now, 
the temperature changes with time, one need only calculate this 
quotient for every interval of time dé and add up the values thus 
obtained to find the total decrease of the logarithm of the number 
of bacteria. Since in principle this addition extends over an infinite 
number of infinitely small quantities, this is an integral. Expresséd_. 


as a formula: 
t 
log ¥°N ,/N = log °N, —log1°N = fadt/t,. (3) 


In actual practice the integral is calculated as the sum of a finite 
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number of finite contributions. The time intervals must be chosen 
the smaller the more rapidly the temperature changes and in such 
a way that in each chosen time interval dt the decimation time t, 
does not change too much. From temperatures previously found 
in a duck’s egg 46 mm in diameter, placed in boiling water, it follows 
that the integral (reduction of the logarithm of the number of 
bacteria) at the end of 10 minutes is still negligibly small. Only 
in the minutes following does the temperature become so high 
that dt/t, for a time interval of a minute becomes some tenths of 
a unit and finally a few units. As a slight change in temperature 
already strongly affects the decimation time, this method of cal- 
culation requires a high degree of accuracy in the measuring of 
the temperature. At the end of 11 minutes, however, the integral 
is only some tenths of a unit so that certainly not all the bacteria 
are dead. After 12 minutes, however, the value has risen to a few 
units, and after 13 minutes to more than 20. One may, therefore, 
conclude a priori, on account of the known change of temperature 
in the middle of the egg and on the basis of the above experiments 
on the decimation time, that the egg is perhaps sterile at the end 
of 12 minutes and certainly so at the end of 13 minutes. This is 
in very satisfactory agreement with bacteriological experiments 
(loc. cit.) in which sterility was found at the end of 12 minutes but 
not at the end of 11 minutes. The “‘boiling time”’ required for steri- 
lization can therefore be calculated accurately to within one 
minute. If the egg is taken out of boiling water at the end of 10 
minutes, the temperature in the middle still continues to rise for 
some time. This rise, even in two minutes causes a reduction of 
the number of bacteria to such a small fraction, that in this case 
complete sterility can be predicted with certainty, as has been 
shown by direct observation. 


Summary. 


At temperatures between 50 and 60° C. the decrease of the number 
of individuals of Salmonella typhi-murium was measured. This 
decrease obeys the logarithmic law, and from this the decimation 
time was determined. It is found to depend in a simple way on the 
temperature. From the data thus found on the killing of these 
bacteria, it is also possible to predict the fraction of survivors at. 
rising temperature. This prediction tallies with previous observa- | 
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tions of the temperature in a duck’s egg during boiling and of the 
boiling time required for sterilization. 
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A PRELIMINARY REPORT ON THE ANTIMICROBIC 
PROPERTIES OF DEHYDROACETIC ACID 


by 


D. A. A. MOSSEL and A. S. DE BRUIN 
(Received October 16, 1950). 


In the course of 1949 interest was aroused by a series of patent 
- applications on the use of dehydroacetic acid (an unsaturated cyclic 
diketone: 3-acetyl,6-methylpyrandione-2,4, synthesized for pur- 
pose of research on this class of compounds) asa preservative for 
foods (1). 

Since it was claimed that this compound and its sodium salt were 
non-toxic, sufficiently soluble and did not impart any special colour, 
flavour or taste to foods, they looked attractive and therefore were 
tested in the techniques, in current use in our laboratory. 

The experiments were carried out with the sodium salt of dehy- 
droacetic acid as it was found in a preliminary experiment that this 
was slightly less potent than the free acid. The sample used was 
kindly procured by The Dow Chemical Company, Midland U.S.A. 
under the trade name: DHA-S. It was a white, odourless powder, 
pH in 0.2 % aqueous solution = 7.0. 


FUNGISTATIC ACTION. 


Antifungal action was tested in the new technique, recently 
published by the senior author (4), wherein rye flour is used as a 
spoiling substrate. Spoilage is favoured by exposing the sample to 
a relative humidity of 90 % (sat. aq. solution of Na,CO,. 10 H,O) 
at 25° C., which however inhibits any development of bacteria (3). 
In order to eliminate any non-microbiological limiting factors, the 
samples are uniformly moistened before incubation to an equili- 
brium humidity of 0.90. 

While controls were completely covered with mycelia in 7—9 
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days, addition of 0.2 % of DHA-S prevented the development of 
fungi for 50 days. Fungistasis was significant from levels of 0.02% 
of DHA-S. 


BACTERIOSTATIC ACTION. 


DHA-S was first tested in the method, advocated by HEM and 
PoE (2), wherein Aerobacter aerogenes is used as a test strain and 
the development of the inocula is judged from the formation of gas 
on cultivation in lactose broth at 37° C. It turned out that 0.5 % 
of DHA-S completely checked any gas formation, while bacterio- 
stasis was significant from 0.1 %. 

These results were confirmed in a more severe test of the same 
type as the fungal test described above. In this method rye flour 
is uniformly moistened to an equilibrium humidity of at least 0.98 
and then incubated at 25° C. at relative humidity = 1.00, thus 
favouring the development of the natural association of bacteria 
present (3). 

While controls in this technique developed a spoiled odour 
within 16h, samples containing 0.5 % of DHA-S remained un- 
spoiled for 30 hours. A small, but definite retardation of deterio- 
ration was noticed from 0.2 % of DHA-S. 


INHIBITION OF FERMENTATION BY YEASTS. 


The fermentation-inhibiting action of DHA-S was tested in a 
modification (5) of the method of HEIm and Poe. Depectinized, 
sterile apple juice was incubated at 25° C. in an EINHoRN-tube, after 
inoculation with suspensions of baker’s yeast (Saccharomyces cere- 
vistae), corresponding to inocula of the order of 10* and 10? cells/ml 
respectively. 

With the first inoculum addition of 0.01 % of DHA-S inhibited 
any visible formation of carbon dioxide, while 0.1 % of DHA-S even 
checked any fermentation in the systems containing 107 cells/ml. 


CONCLUSION. 


The results reported in this note confirm the general claims made 
for the antimicrobic action of the dehydroacetic acid group and 
are in agreement with the more detailed results, published while 
this paper was in preparation (6). 
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The following resolutions were passed by the Plenary Session of 
the Fifth International Congress of Microbiology at Rio de Janeiro 
on August 24th, 1950: 

1. It is recommended to the International Nomenclature Committee 
and to the Plenary Session, that consideration of the starting 
date for scientific nomenclature of viruses be deferred to the 
next Congress. 

2. The Judicial Commission expresses an opinion to the Nomen- 
clature Committee and the Plenary Session that until studies on 
viruses now in progress have advanced further, the use of any 
comprehensive system of scientific nomenclature for them is 
unwise. The co-operation of all virologists is requested in assisting 
the sub-committee ncw studying the nomenclature and classi- 
fication of viruses. 

The object of these resolutions was to encourage study of the 
taxonomy and nomenclature of viruses, but to discourage use at 
the present time of what were considered premature attempts to 
create comprehensive systems of classification and nomenclature. 

If there is anything further I can tell you about the matter, 
please let me know. This letter is sent to you for information, not 
necessarily for publication. It is possible that something will be 
published later, on behalf of the Virus Sub-committee of the Inter- 
national Nomenclature Committee, concerning its suggestions for 
furthering progress in the field of virus taxonomy and nomenclature. 


C. H. ANDREWES, 

Chairman of the Virus Sub-committee 
International Nomenclature committee 
Medical Research Council, 

National Institute for Medical Research, 
The Ridgeway, Mill Hill, London, N.W.7. 
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